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Technika pulzní gelové elektroforézy našla široké uplatnění v analýze genomu všech 
živých organismů. Využívá se k separaci molekul DNA o velikosti desítek kilobází až 
několika megabází, kde už není možné užít konvenční elektroforézy (např.chromozomů 
bakterií, kvasinek či plísní, ale i lidských či zvířecích buněk). Předložená diplomová práce 
byla pojata jako srovnávací analýza genomu vybraných karotenoidních kvasinek. Byly 
optimalizovány podmínky izolace a analýzy chromozomální kvasinkové DNA a jako 
nejvhodnější metoda se ukázala lyze kvasinkových buněk a deproteinace DNA v agarózových 
bločcích. K analýze DNA předložených kvasinek byla vyhodnocena jako nejvíce vyhovující 
pozdní exponenciální fáze (50. hodina kultivace). Karotenoidní kvasinky byly také podrobeny 
náhodné mutagenezi alkylačním činidlem - ethylesterem kyseliny methansulfonové (EMS). 
Poté byl analyzován genom kolonií vizuálně naznačujících nadprodukci karotenoidů metodou 
pulzní gelové elektroforézy a množství karotenoidů v sušině metodou HPLC. K nadprodukci 
β-karotenu došlo u mutantů kmene Rhodotorula glutinis (10,6 g/l biomasy obohacené 
0,34 mg β-karotenu/g sušiny) a mutantů Cystofilobasidium capitatum (8,5 g/l biomasy 
obohacené 0,23 mg β-karotenu/g sušiny). Selekce mutantů schopných nadprodukce karotenů 
byla v provedené sérii experimentů úspěšná u téměř všech analyzovaných kvasinkových 

























Technique of pulsed field gel electrophoresis (PFGE) has found widespread use in the 
analysis of the genome of all life organisms. It is applied to the separation of the large DNA 
molecules above thousands base pairs up to millions of base pairs in size, where using 
conventional gel electrophoresis techniques are not possible (for instance large bacterial, 
yeast, fungal or mammalian chromosome). Presented work was realized as a comparative 
analysis of genome of several carotenogenic yeasts. The conditions of isolation and analysis 
of chromosomal yeast DNA were optimized. A lysis of yeast cells and deproteination of DNA 
within agarose chops was shown as the most appropriate method for DNA isolation.  
Cultivation to late exponential phase (50 hours) is the most suitable to obtaining intact DNA 
in sufficient amount and quality. Carotenogenic yeasts undergo the random mutagenesis using 
alkylation reagent ethyl methanesulfonate (EMS). Genome of pigment overproducing mutants 
was analyzed by pulsed field gel electrophoresis and amount of carotenoids by high pressure 
liquid chromatography (HPLC). However, overproduction of beta-carotene was analyzed in 
mutant strains Rhodotorula glutinis (10.6 g/l of biomass enriched 0,34 mg/g of beta-carotene) 
and Cystofilobasidium capitatum (8.5 g/l of biomass enriched 0,23 mg/g of beta-carotene). 
Selection of mutant strains overproducing carotenoid pigments was in presented experiment 
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1. ÚVOD 
Elektromigračními či elektroforetickými metodami nazýváme soubor technik, které 
využívají k separaci pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Takovou nabitou částicí jsou 
například i nukleové kyseliny se svým záporným nábojem.  
K nejpoužívanějším separačním technikám k analýze nukleových kyselin patří gelová 
elektroforéza. Konvenční gelová elektroforéza se však uplatňuje pouze k separaci menších 
molekul do velikosti přibližně 50 kb, proto pro rozdělení větších molekul se používá jiných 
metod, a to především pulzní gelové elektroforézy (PFGE), protože jinak by molekuly uvízly 
v síťovité struktuře gelu a tím pádem by se nerozdělily.  
Technika pulzní gelové elektroforézy ukázala výbornou schopnost separace od lineární 
chromozomové DNA parazitů o velikosti nad 50 kb přes kvasinkový chromozom o velikosti 
několika Mb až k analýze lidského genomu o velikosti od 50 do 250 Mb. 
 
Metoda PFGE se využívá k separaci chromozomů buněk nebo restrikčních fragmentů 
DNA o velikosti desítek kilopárů bází až několika megapárů bází používaných např. při 
klonování a vytváření genomových knihoven. PFGE je nedílnou součástí běžných 
genomových studií vedoucích k určování velikosti a počtu chromozomů. Tato metoda našla 
také uplatnění v detekci genových polymorfismů a změn u všech typů organismů a 
ve vytváření fyzických a genetických map chromozomů nezbytných pro sekvenování 
genomu.  
Pulzní gelová elektroforéza je vysoce diskriminační metoda k diagnostickému rozlišení 
a zjišťování genetické příbuznosti mezi druhy a kmeny jednotlivých mikroorganismů, a to 
především patogenních (např.druh Salmonella), nozokomiálních (př. Staphylococus aureus) či 
komerčně využívaných (např. mikrobiální kmeny k výrobě mléčných a jiných 
fermentovaných výrobků či kmenů vinných, pivních a pekařských kvasinek). 
 
Předložená diplomová práce byla pojata především jako srovnávací analýza genomu 
několika různých druhů karotenogenních kvasinek a optimalizace izolace a analýzy jejich 
chromozomální DNA pomocí PFGE. 
Karotenoidní kvasinky byly také podrobeny náhodné mutagenezi alkylačním činidlem  
ethylesterem kyseliny methansulfonové (EMS). Poté byl analyzován genom u mutantů 
s pravděpodobnou nadprodukcí pigmentů metodou pulzní gelové elektroforézy a množství 
karotenoidů a ergosterolu v sušině metodou HPLC. 
Hlavním cílem diplomové práce bylo dosažení optimální separace genomu studovaných 
kvasinkových kmenů a dále zjištění vlivu náhodných mutací na případné genomické změny 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Kvasinky 
Kvasinky a kvasinkovité organismy jsou velmi příbuzné druhy a neexistuje mezi nimi 
příliš ostrá hranice. Pojmem kvasinky se označují heterotrofní eukaryotní jednobuněčné 
organismy, většinou pučící nebo dělící se přehrádkami, vytvářející na tuhých živných médiích 
kolonie. Do skupiny kvasinkovitých mikroorganismů se zařazují druhy, které tvoří podobné 
kolonie jako kvasinky, ale kromě jednotlivých pučících buněk vytvářejí i různé typy 
filamentů, tj. pravé i nepravé hyfy většinou nevytvářející spory. Kvasinky a kvasinkovité 
mikroorganismy patří do říše houby (Fungi) [1, 2]. 
Buňky kvasinek tvoří rozmanité tvary i velikosti, související s jejich taxonomií, způsobem 
rozmnožování, prostředím ve kterém se nacházejí či stářím buněk. Za základní tvar buněk 
kvasinek se považuje elipsoid. Mívají také tvar, vejčitý až kulovitý, u některých druhů 
můžeme pozorovat i tvar citronovitý, trojúhelníkovitý, válcovitý či podlouhlý a vláknitý      
[2, 3]. 
2.1.1. Struktura buňky kvasinek 
Buňka kvasinky se skládá z pevné buněčné stěny, cytoplazmatické membrány, cytoplazmy 
obsahující celou řadu buněčných struktur a jádra. 
Buněčná stěna kvasinek má silnou, avšak zároveň elastickou strukturu, která dává buňce 
tvar a chrání ji před vnějšími mechanickými vlivy a osmotickým tlakem. Hlavní složkou jsou 
polysacharidy tvořící hustou a pevnou síť složenou především z glukanů. Ve stěně kvasinek je 
také přítomno kolísavé, ale většinou malé množství lipidů a fosfolipidů. Některé druhy 
kvasinek, jako např. příslušníci rodu Cryptococcus či Lipomyces, tvoří na povrchu buněčné 
stěny polysacharidové obaly ve formě pouzder [4, 5]. 
Cytoplazmatická membrána je poměrně tenká, složená z lipidů a proteinů. Tvoří osmotické 
rozhraní mezi buňkou a vnějším prostředím a je sídlem transportních mechanismů. Na rozdíl 
od bakterií však neobsahuje dýchací enzymy a systém oxidační fosforylace [4]. 
Cytoplazma je u mladých buněk kvasinek průhledná, homogenní hmota, u starších buněk 
se objevují zrníčka a vakuolizace. Hlavní součástí je endoplazmatické retikulum 
a mitochondrie jako sídlo dýchacích enzymů a systému oxidační fosforylace. Mitochondrie 
kvasinek také obsahují RNA a DNA zajišťující mimojadernou dědičnost. Další buněčnou 
organelou v cytoplazmě kvasinek je Golgiho aparát ve formě plochých cisteren, tzv. 
diktyozomů s uvolňujícími se měchýřky, jejichž funkcí je transport prekurzorů buněčné stěny 
z cytoplazmy přes cytoplazmatickou membránu [1, 4]. 
K nejnápadnější složce cytoplazmy kvasinek patří vakuola. Je většinou kulovitého tvaru 
a ohraničená jednoduchou membránou – tzv. tonoplastem. U mladých nebo pučících buněk 
lze pozorovat malé vakuoly a často i ve větším počtu, kdežto zralé klidové buňky obsahují jen 
jednu velkou. Uvnitř vakuol se nacházejí hydrolytické enzymy sloužící k rozkladu vlastních 
struktur buňky. Kromě toho jsou vakuoly rezervoárem látek, jež se právě neúčastní 
metabolismu [4]. 
Jádro je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou. Jeho základní hmota se 
nazývá chromatin, který se organizuje během dělení buňky do chromozomů. Je zde také 
umístěno jadérko nebo více jadérek vytvářející se z určitých chromozomů nebo jejich částí po 
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rozdělení jádra. Nejsou proto stabilními součástmi jeho struktury a soustřeďuje se zde 
přibližně jedna pětina RNA celého jádra. V jádře se také nachází tzv. polární tělísko, 
ze kterého vycházejí vlákna zvaná mikrotubuly, které spolu s tělískem hrají důležitou roli při 
karyogamii během rozmnožování buněk [1, 3, 4]. 
 
2.1.2. Rozmnožování kvasinek   
U kvasinkových buněk existují v podstatě dva typy rozmnožování, a to vegetativně 
pučením či dělením nebo pohlavně vytvářením askospor či bazidiospor [6].  
 
2.1.2.1. Vegetativní rozmnožování 
Většina kvasinek se vegetativně rozmnožuje pučením, ale existují i druhy, které se 
rozmnožují podobně jako bakterie jednoduchým zaškrcením nebo-li dělením.  
Před pučením dochází ke splývání membrán endoplazmatického retikula, jeho rozrůstání 
a dělení. Dále probíhá opětovné dělení vakuol, prodlužování mitochondrií a jejich přesun 
spolu s vakuoly do pupenu. Současně probíhá mitotické dělení jádra a jeho migrace do 
pupenu spolu s dalšími složkami cytoplazmy. Poté dochází k vytvoření cytoplazmatické 
membrány mezi mateřskou a dceřinou buňkou. V pupenu probíhá intenzivní syntéza 
a rozšiřování endoplazmatického retikula. Posledním krokem je vytvoření buněčné stěny 
a spojování drobných vakuol. Celý cyklus trvá za optimálních růstových podmínek asi dvě 





1 = jádro 
2 = mitochondrie 
3 = vakuola 
4 = endoplazmatické retikulum (ER) 
5 = polární tělísko 
6 = mikrotubuly 









Obrázek 1: Schéma rozmnožování kvasinek pučením [4] 
a = splynutí částí ER, vznik pupenu, dělení vakuol, prodlužování mitochondrií 
 b = prodlužování ER, dělení polárního tělíska, migrace vakuol a mitochondrií do pupenu, 
c = mitotické dělení jádra, migrace jádra do pupenu, d = vytvoření cytoplazmatické 
membrány, dělení buněčných organel v pupenu 
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Většinou se dorostlá dceřiná buňka ihned od mateřské buňky oddělí, ale v některých 
případech buňky zůstanou spojeny i po několikerém dělení a vznikne tzv. pseudomycelium. 
Pseudomycelium se často rozrůstá na okrajích kolonií a jeho rozšiřováním do hloubky nebo 
po povrchu si buňky obstarávají novou výživu. K vytváření pseudomycelia dochází např. 
i u karotenogenního kmene Rhodotorula glutinis [2, 4, 6]. 
Dalším způsobem vegetativního rozmnožování je příčné dělení a vytváření tzv. pravého 
mycelia. Pravé mycelium se skládá z protáhlých buněk se dvěma nebo více jadernými články, 
mezi nimiž se nachází přehrádky s póry, jimiž pulzuje cytoplasma bez buněčných struktur. 
Tento způsob rozmnožování se nazývá vegetativně fruktifikační a je typický hlavně pro rod 
Candida [2, 6]. Existuje také případ rozmnožování dělením bez tvorby mycelia, jako je tomu 
u bakterií, kdy se po rozdělení dceřiná buňka vždy od mateřské buňky oddělí. Takto se např. 
rozmnožuje rod Schizosacharomyces [2, 4].  
Přechodem mezi pučením a dělením je tzv. pučení na široké základně, přičemž je dceřiná 
buňka spojena s mateřskou širokým krčkem. Pučení na široké základně je typické např. pro 
rod Sacharomycodes [4].  
Některé rody kvasinek třídy Basidiomycetes tvoří tzv. balistospory, což jsou jednobuněčné 
exospory na tenkých stopkách zvaných sterigmata. Zralé spory jsou z těchto stopek 
odmršťovány pomocí zvláštního kapalinového mechanismu. Odstřelování balistospor je 
typické např. pro rod Sporobolomyces [4, 6].  
 
2.1.2.2. Pohlavní rozmnožování 
Vedle vegetativního rozmnožování je u většiny kvasinek znám i pohlavní způsob 
rozmnožování. Je obecně charakterizováno konjugací dvou většinou pohlavně odlišných 
haploidních buněk a jejich karyogamií za vzniku diploidního jádra. Poté se diploidní jádro 
dělí meiózou na čtyři haploidní jádra, která jsou buď základem pohlavních endospor, nebo-li 
askospor umístěných ve vřecku, tzv. asku, nebo se dělí dále mitózou a pak vznikají 
basidiospory, což jsou exospory umístěné vně sporotvorných buněk [2, 4, 6]. 
Podle způsobu pohlavního rozmnožování rozdělujeme kvasinky do dvou tříd, Ascomycetes 
a Basidiomycetes, líšících se nejen způsobem rozmnožování. Druhy kasinek, u kterých nebylo 
dokázáno pohlavní rozmnožování, se zařazují do pomocné třídy Deuteromycetes a označují se 
jako tzv. imperfektní neboli anamorfní formy (tzn. existuje u nich jen jeden párovací typ) 
Ascomycetes nebo Basidiomycetes [4, 6]. 
 
2.1.3. Rozdělení kvasinek 
Ascomycetes vytváří askospory, jsou schopny zkvašování sacharidů, což ale nemusí být 
vždy pravidlem. Neprodukují ureasu, tvoří mycelium bez přezek a jsou fakultativně 
anaerobní, proto nejsou pigmentované. Buněčná stěna je trojvrstvá a jejími hlavními složkami 
jsou glukan a manan. Biomasa se nebarví diazoniovou modří na červeno. Zástupcem této třídy 
je např. rod Saccharomyces [6]. 
Basidiomycetes produkují bazidiospory a vytvářejí oproti askomycetám dikaryotické 
mycelium s přezkami, které slouží pro přechod jader do sousedních buněk. Na konci tohoto 
mycelia vyrůstá basidie, v níž probíhá karyogamie i meióza, následována jednou či více 
mitózami. Zástupci třídy Basidiomycetes nejsou schopni zkvašování sacharidů či produkce 
  12  
ureasy. Mají aerobní metabolismus, proto bývají často pigmentované. Buněčná stěna je 
lamelová, v povrchových vrstvách slizovitá a jejími hlavními složkami jsou chitin, manan 
a často i xylóza nebo fukóza. Biomasa se většinou barví diazoniovou modří na karmínově 
červeno. Do třídy Basidiomycetes patří např. karotenoidní kvasinky rodu Rhodotorula či 
Sporobolomyces [4, 6]. 
 
2.2. Karotenoidy 
2.2.1. Struktura, vlastnosti a funkce 
Karotenoidy patří do skupiny tetraterpenů, jejichž řetězce vytvářejí na jednom konci nebo 
obou koncích cyklickou či acyklickou 9-člennou jednotku. Podle toho se také dělí na 
acyklické (př. lykopen), monocyklické (př. torulen) a dicyklické s nejznámějším zástupcem  
β-karotenem. Jsou to jedny z nejrozšířenějších přírodních pigmentů a vyskytují se nejen 
v rostlinné, ale i mikrobiální a živočišné říši, kde způsobují charakteristické žluté až červené 
zbarvení způsobené přítomností konjugovaných dvojných vazeb. Produkují je především 
fotosyntetizující organismy, ale mohou je produkovat i nefotosyntetizující organismy, jako 
jsou některé bakterie, kvasinky či plísně. Živočichové je neumí syntetizovat, pouze je 
přijímají z potravy jako rostlinné karotenoidy, které jsou pak schopny přeměnit na své 
potřebné formy. Karotenoidy jsou nerozpustné ve vodě, ale rozpustné v tucích, proto nikdy 
nedifundují do živného prostředí a hromadí se na vnitřní straně cytoplazmatické membrány 
buněk, často vázané na lipidy [6, 7, 8]. 
Začínají se vytvářet na konci exponenciální fáze růstu a pro jejich produkci využívají 
mikroorganismy kyslík a světlo, jehož akceptorem je flavin či flavoprotein, jenž je schopný 
fotooxidace [9]. 
Jsou vysoce foto- a termolabilní a rozkládají se působením vzdušného kyslíku. Jsou velmi 
účinnými antioxidanty a slouží k ochraně buňky před účinkem UV záření a k přenosu energie 
ve fotosyntéze. Díky svému systému dvojných vazeb zachycují a neutralizují volné radikály 
a zhášejí singletový kyslík vznikající působením světla a způsobující peroxidaci či oxidaci 
řady funkčně významných látek, jako jsou např. nukleové kyseliny či kyselina linoleová      
[7, 10, 11]. 
 Podílejí se na otvírání mezibuněčných mezerových spojů, sloužících ke vzájemné 
komunikaci buněk řídící růst, vývoj a diferenciaci buněk. Díky těmto schopnostem se 
využívají k léčbě celé řady degenerativních onemocnění, jako např. rakoviny, atherosklerózy 
či kardiovaskulárních a jiných vážných onemocnění [12, 10, 13]. 
 Jsou také prekurzory mnoha hormonů a některé karotenoidy jsou provitaminem A [10]. 
 










Obrázek 2: Struktura některých vybraných karotenoidů [14, 15] 
 
2.2.2. Význam 
Díky svým vlastnostem nalezly karotenoidy uplatnění v mnoha průmyslových odvětvích. 
V potravinářství se využívají k výrobě potravinářských barviv a potravinových doplňků, 
v zemědělství k výrobě krmiv, či v kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. 
Karotenoidy se také hojně využívají v genových technologiích ke genetickým modifikacím 
květin a hospodářských plodin, jako jsou např. brambory. Typickým příkladem je tzv. „zlatá 
rýže“ produkující β-karoten. Genetická modifikace v těchto případech slouží u hospodářských 
plodin ke zlepšení jejich výživové hodnoty s antioxidačními účinky a k lepší odolnosti vůči 
přírodním stresům, u květin k tvorbě barev a aroma [12, 8, 14, 13]. 
Vzhledem k významným vlastnostem karotenoidů a jejich širokému využití se neustále 
studují nové možnosti jejich vysoké produkce a nejefektivnější izolace. Stále se ještě vyrábí 
synteticky, ale v současné době se začíná upřednostňovat a více studovat mikrobiální 
produkce karotenoidů, která by měla být alternativou k syntetické přípravě či izolaci 
z rostlinného materiálu [14]. 
 
2.3. Mikrobiální producenti karotenoidů 
2.3.1. Vybrané kvasinkové rody produkující karotenoidní barviva 
Mezi významné kvasinky produkující karotenoidy patří například rody Rhodotorula, 
Cystofilobasidium, Sporobolomyces a Phaffia řadící se všechny do třídy Basidiomycetes [5]. 
Jejich hlavními produkujícími pigmenty jsou β-karoten, γ-karoten, astaxanthin, torulen 
a torularhodin, jenž způsobují charakteristické zabarvení kultur do žluta, oranžova až tmavě 
červena [6]. 
 
Rod Rhodotorula je imperfektní forma rodu Rhodosporidium a řadí se do čeledi 
Rhodotorulacea. Její buňky jsou malé kulaté či oválné, někdy také protáhlé, netvoří spory 
a jen zřídka vytváří primitivní pseudomycelium. Výjimečně se mohou objevit vláknité buňky 
patřící dikaryonovému myceliu s přehrádkami. V tomto případě jde však o samosporotvorný 
druh rodu Rhodosporidium. Nátěr rodu Rhodotorula je hladký, lesklý, slizovitý, zbarvením 
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korálově červený, pomerančový či lososový, kdežto dikaryonová kultura rodu 
Rhodosporidium je drsná, suchá, hnědá až černá. V kapalném prostředí vytváří Rhodotorula 
sediment a prstenec krémové až světle růžové barvy. Jeho zbarvení ale závisí od složení živné 
půdy [6, 16]. 
Druhy rodu Rhodotorula jsou ubikvitní kvasinky rozšířené po celém světě. Lze je nalézt ve 
vzduchu, v půdě, sladké i slané vodě, na povrchu rostlin, ale i v různých orgánech živočišného 
těla, kde mohou působit i různá onemocnění. Lehko se pěstují, nejsou náročné na životní 
podmínky a vykazují schopnost se přizpůsobit širokému spektru uhlíkatých sloučenin, jakož 
i komplexním, často odpadním substrátům. Vyžadují málo dusíkatých látek, a proto se často 
rozmnožují i v půdách bez zdroje dusíku. Jejich identita se dobře dokazuje už jen pro jejich 
zbarvení [6, 17].  
Všechny druhy Rhodotorula se vyznačují tím, že jsou lipidotvorné. Hromadí v buňkách 
tuk, a to v určitých podmínkách až nadměrně tak, že bychom z biomasy mohli získat lipidy 
s obsahem mastných kyselin pro výživu živočichů. Se schopností hromadit lipidy v buňkách 
souvisí např. schopnost produkce lipáz, využívat n-alkany, ATP-citrátlyázu, karotenoidy, 
steroly apod. [6].  
V přírodě se nejčastěji vyskytuje druh Rhodotorula glutinis, bohatá hlavně na pigmenty 
torulen a torularhodin. Kvůli své schopnosti transportu sacharidů, často i proti velkým 
koncentračním gradientům, byla modelem na zkoumání transportu látek - hlavně pentóz přes 
cytoplazmatickou membránu [6, 9]. Dalšími druhy rodu Rhodotorula jsou Rhodotorula rubra 
(nyní zařazována jako Rhodotorula mucilaginosa) s červeným nebo růžovým nátěrem 
(obrázek 3) a odlišující se od ostatních rhodotorul delšími protáhlými buňkami a Rhodotorula 
aurantiaca s většími buňkami a oranžovým nátěrem [3, 16].  
 
 
Obrázek 3: Křížový roztěr druhu Rhodoturula rubra 
  
Do čeledi Rhodotorulacea patří také rod Cystofilobasidium, velmi příbuzný svými 
fyziologickými vlastnostmi rodu Rhodotorula. Nejznámnějším zástupcem je druh 
Cystofilobasidium capitatum s červeným až skořicovým nátěrem (obrázek 4) [6]. 
 
 
Obrázek 4: Křížový roztěr druhu Cystofilobasidium capitatum 
  15  
Rod Sporobolomyces je imperfektní forma rodu Sporidiobolus a řadí se do čeledi 
Sporobolomyces. Na první pohled se odlišuje od rodu Rhodotorula svým drsným, plochým 
a často jakoby pomoučeným povrchem kolonií. Tento vzhled vytvářejí balistospory, což jsou 
exospory na tenkých stopkách zvaných sterigmata, které z nich bývají odmršťovány do okolí. 
Buňky rodu Sporobolomyces jsou kulaté, elipsoidní i protáhlé, některé druhy vytvářejí pravé 
mycelium, jiné pseudomycelium. Bývají často kontaminanty různých potravin, rostlinného 
materiálu, vinařských zařízení apod. [4, 6, 16]. 
Nejznámnějšími zástupci tohoto rodu jsou Sporobolomyces roseus s růžovo-oranžovým až 
korálově červeným nátěrem (obrázek 5), dále Sporobolomyces shibatanus a Sporobolomyces 
salmonicolor [6]. 
 
 Obrázek 5: Křížový roztěr  druhu Sporobolomyces roseus 
 
Rod Phaffia reprezentuje druh Phaffia rhodozyma nebo-li Xanthophyllomyces 
dendrorhous. Vytváří elipsoidní buňky, jednotlivě, v párech či krátkých řetízcích. 
Rozmnožuje se pučením, netvoří balistokonidie ani dikaryonové mycelium či promycelium. 
V kapalném prostředí vytváří sediment, prstenec i blanku. Na agaru lze pozorovat hladký, 
oranžovo-červený nátěr (obrázek 6). Z pigmentů tvoří hlavně astaxanthin (3,3´- dihydroxy-
4,4´-diketo-β-karoten), komerčně využívaný hlavně na rybích farmách jako součást potravy 
k vybarvení masa lososovitých ryb. Od všech ostatních červených kvasinek se odlišuje 
schopností zkvašovat cukry, i když často jen velmi slabě, po dlouhém čase a při nízké teplotě 
[6, 18] 
 
Obrázek 6: Křížový roztěr druhu Phaffia rhodozyma 
2.3.2. Další mikroorganismy produkující karotenoidní barviva  
Kromě kvasinek produkují karotenoidy i některé, převážně aerobní či dokonce striktně 
aerobní bakterie, plísně rodu Blakeslea trispora, sinice Spirulina, Haematococcus či červené 
sladkovodní řasy Dunaliella [19, 20, 21]. 
V současné době se k produkci karotenoidů průmyslově využívají hlavně červená 
sladkovodní řasa Dunaliella salina jako producent β-karotenu, dále sinice Haematococcus 
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jako producent astaxanthinu a kvasinka Phaffia rhodozyma (astaxanthin, β-karoten). Využití 
karotenogenních bakterií a kvasinek však neustále vzrůstá díky jejich snadné manipulaci [21]. 
 
2.4. Kultivace a růst mikroorganismů 
2.4.1.  Živná média 
Na růst a rozmnožování potřebují mikroorganismy správnou výživu, kterou přijímají ze 
živného prostředí. Živné médium musí splňovat určité předpoklady a náročnost na jeho 
složení záleží na požadavcích daného mikroorganismu. Čím víc se složení média blíží 
přirozeným podmínkám mikroorganismu, tím lépe pak roste v laboratorních podmínkách [2, 
9]. 
Základní složky výživy kvasinek jsou voda, zdroj uhlíku a dusíku, kyslík, vodík, fosfor 
a hořčík, dále stopové prvky, vitamíny a růstové látky [9].  
Voda je nejdůležitější složkou živného média s kterou je spjat růst, vývoj a rozmnožování 
mikroorganismů. Živné prostředí musí mít tedy vody dostatek, pro kvasinkovité formy je to 
nejméně 30% [9]. 
Kyslík působí především jako akceptor elektronů při syntéze ATP, ale také výrazně 
zvyšuje redoxní potenciál prostředí, nutný k růstu aerobních mikroorganismů. Může být 
přijímán jak volný ze vzduchu, tak i vázaný ve sloučeninách. Buňka kvasinek přijímá kyslík 
jen tehdy, pokud je rozpuštěný ve vodě [9, 17].  
Rozpustnost kyslíku v kapalinách je poměrně nízká, a proto je nezbytnou pomůckou při 
laboratorních kultivacích aerobních organismů třepací stroj. Velmi důležitý je také uzávěr 
baněk, který ovlivňuje poměry plynů (O2 ze vzduchu a CO2 vytvořený při růstu) a především 
rychlost difuze kyslíku uzávěrem. V laboratořích jsou nejčastěji používány jako uzávěry 
vatové zátky [4, 17].  
Uhlík: Nejpřístupnější zdroj uhlíku je ve formě jednoduchých sacharidů či polysacharidů. 
Kromě uhlíku jsou také sacharidy zdrojem vodíku a kyslíku. Při sterilizaci je nutné dbát na to, 
aby se daný sacharid nerozkládal, či nereagoval s dalšími sloučeninami obsaženými v médiu. 
Vznikají totiž těžko využitelné nebo inhibiční látky [2, 9].  
Dusík: Jako zdroj dusíku mohou kvasinky využívat vzdušný dusík, dusičnany, dusitany, 
amonné soli či organický dusík vázaný v AMK, peptonech, peptidech nebo např. 
v kvasničném autolyzátu. Nejvhodnějším zdrojem dusíku jsou amonné soli či organický dusík 
[2, 9]. 
Hořčík a fosfor: Při sestavování živných médií hraje také důležitou roli fosfor a hořčík. 
Hlavní úlohou fosforu je zajištění přenosu energie pomocí reakcí zprostředkovaných ATP. 
Nedostatek fosforu způsobuje zpomalení růstu či fermentačních procesů mikroorganismů. Do 
živných prostředí se fosfor přidává ve formě draselných, amonných a někdy i sodných fosfátů. 
Hořčík je stimulátorem enzymových procesů a také podporuje aktivitu fosfatáz. Jako zdroj 
hořčíku slouží obvykle síran hořečnatý. Při kultivaci kvasinek nejčastěji bývá zdrojem fosforu 
dihydrogenfosforečnan draselný a zdrojem hořčíku síran hořečnatý [2, 9].  
Ostatní prvky: Další biogenní prvky jako vápník, draslík, železo, chlor, zinek, měď, 
kobalt, molybden, nikl, jod a bor se přidávají do živných médií jen ve velmi malých 
koncentracích zjištěných experimentálně. Přidáním těchto prvků se totiž ve správném 
vzájemném poměru podpoří rozmnožování mikroorganismů, ale ve větším množství nebo 
v nesprávném poměru mohou působit toxicky [9]. 
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Růstové faktory: Auxotrofní mikroorganismy, které nejsou schopny samy syntetizovat 
růstové faktory, si vyžadují jejich přítomnost v živném médiu. Jako růstové faktory mohou 
využívat vitamíny, aminokyseliny, vyšší mastné kyseliny, aminy či purinové a pyrimidinové 
báze [2, 6, 9]. 
2.4.1.1. Rozdělení živných médií 
Živná média můžeme rozdělit dle různých charakteristik. 
 
 Podle konzistence: 
- tekutá nebo-li kapalná (neobsahují žádné ztužující látky) 
- polotekutá (obsahují malé procento ztužujících látek) 
- pevná (obsahují ztužovací látky jako např. agar, želatinu) 
 
 Podle původu a složení: 
- přirozená (přirozené substráty, jsou vhodné na krátkodobou kultivaci nebo izolaci 
MO z přírodních zdrojů) 
- polysyntetická (jako zdroj uhlíku a dusíku obsahují proteiny a peptidy, 
přidávaných ve formě extraktů, autolyzátů či peptonů) 
- syntetická (mají přesné chemické složení, zdroj uhlíku bývá obvykle glukosa, 
zdroj dusíku amonné soli) 
 
 Podle použití: 
- univerzální (svým složením vyhovují širokému spektru mikroorganismů) 
- selektivní (svým složením podporují růst jen jednoho druhu nebo skupiny 
mikroorganismů, obsahují jednu nebo více inhibičních látek potlačujících růst 
ostatní mikroflóry) 
- selektivně diagnostická (na těchto médiích roste jen velmi malá skupina 
mikroorganismů, svým složením potlačují růst nežádoucích mikroorganismů) [2]. 
 
2.4.2. Růstová křivka 
Pokud naneseme do grafu průběh růstu kultury vyjádřený závislostí logaritmu počtu buněk 
v 1 ml kultury na čase, dostaneme tzv. růstovou křivku, která ukazuje, že buňky 
mikroorganismů po dobu kultivace procházejí různými etapami buněčného cyklu. Proto lze 
v jejím průběhu rozlišit několik fází znázorněných na obrázku 7 [3, 17]. 
 
Obrázek 7: Růstová křivka [4] 
τ = doba (h), x = počet živých buněk v 1 ml 
1 = lag-fáze, 2 = fáze zrychlujícího se růstu, 3 = exponenciální fáze růstu, 
 4 = fáze zpomalujícího se růstu, 5 = stacionární fáze, 6 = fáze odumírání buněk 
  18  
V první fázi, tzv. lag-fázi nebo-li přípravné fázi, se buňky připravují na rozmnožování. 
Zvětšují svůj objem, přičemž se většinou prodlužují a aktivují svůj enzymový systém, nutný 
např. k využití přítomných substrátů. Buňky se zvětšují úměrně době kultivace a na konci této 
fáze dosahují maximální velikosti. Délka fáze závisí na druhu mikroorganismu, stáří a počtu 
naočkovaných buněk, množství a složení nového růstového prostředí a adaptabilitě buněk. 
Čím vhodnější jsou podmínky pro růst kultury, tím je lag-fáze kratší [3, 4, 9]. 
Po lag-fázi následuje fáze zrychlujícího se růstu, kdy dochází k zrychlení všech 
buněčných syntéz a rychlosti růstu a zvětšení buněk [4, 17]. 
Následující fází je exponenciální fáze růstu, pro kterou je charakteristický nejbujnější 
růst, rychlé rozmnožování buněk, které někdy nestačí dorůstat do normální velikosti, a tak se 
stává, že jejich průměrná velikost bývá na konci této fáze nejmenší. Rozmnožování buněk 
dosahuje maxima pouze v první polovině exponenciální fáze, v druhé polovině se snižuje a na 
konci této fáze se blíží k nule [9]. 
V této fázi mají také buňky nejkratší generační dobu. Přeneseme-li je tedy z prostředí, ve 
kterém se nacházely v exponenciální fázi růstu do nového kultivačního média o stejném 
složení, budou pokračovat v rozmnožování se stejnou generační dobou, tj. bez zřetelné   
lag-fáze. Přičemž generační dobou označujeme dobu potřebnou ke zdvojnásobení počtu 
buněk [4]. 
Po exponenciální fázi růstu nastává fáze zpomaleného růstu, kdy dochází ke snižování 
rychlosti všech syntéz buněčných látek a koncentrace látek v buňkách (hlavně RNA) [4, 17]. 
Zpomalení až zastavení přírůstku nových buněk je označováno jako stacionární fáze. 
V počátečním stádiu dochází ke zvětšování dceřiných buněk, aby se na konci fáze rovnaly 
velikostí těm původním. V této době je tedy kultura vhodná k posouzení možných odchylek 
rozměrů buněk způsobených nepříznivými podmínkami. Tato fáze je hlavně charakteristická 
pro počátek tvorby sekundárních metabolitů [3, 4, 9]. 
Poslední etapou buněčného cyklu je fáze odumírání, kdy nastává pomalá autolýza buněk, 
ale zároveň hromadění metabolitů v prostředí. Čím víc v prostředí ubývá živin, tím víc se 
hromadí produkty metabolismu. Tato fáze může u některých mikroorganismů trvat týdny až 
měsíce [4, 9].  
 
2.4.3. Vliv různých vnějších faktorů na růst a rozmnožování mikroorganismů 
Rozmnožování a růst mikroorganismů nezáleží jen na vnitřních podmínkách kultivace, ale 
i na vnějších fyzikálních, chemických či biologických podmínkách. Mezi ty nejdůležitější se 
řadí teplota, pH, vodní aktivita, redoxní potenciál a s ním související koncentrace 
rozpuštěného kyslíku v živném prostředí [4]. 
Podmínky vedoucí k největší výtěžnosti biomasy či metabolitu se nazývají optimální 
podmínky kultivace. Existují však také takové, které mohou mimořádně zvýšit výtěžek nebo 
urychlit růst a rozmnožování, tzv. stimulační podmínky. Podmínky snižující výtěžek či 
zpomalující růst a rozmnožování se nazývají inhibiční podmínky, nebo-li stresy, jimiž se 
může správným využitím docílit mikrobiologické produkce obraných látek využívající se 
v různých odvětvích průmyslu. Mikroorganismy jsou schopny se přizpůsobit vnějším 
podmínkám změnou enzymového vybavení svých buněk či do určité míry změnou jejich 
složení a tvaru [3, 4]. 
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2.4.3.1. Teplota 
Teplota vnějšího prostředí je jedním z hlavních faktorů pro rychlost růstu a rozmnožování 
mikroorganismů. Při optimální teplotě se mikroorganismus rozmnožuje největší rychlostí. Při 
vyšších teplotách než je maximální teplota mikroorganismu může dojít k denaturaci enzymů 
nezbytných k růstu, což způsobí jeho prudký pokles. Tato denaturace může být reverzibilní či 
ireverzibilní, kdy vede až k usmrcení buňky [4]. 
Nejpříhodnější teplota na rozmnožování nemusí být stejná s optimální teplotou pro ostatní 
životní procesy buňky včetně produkce metabolitů [4, 9]. 
Optimální teplota pro růst a rozmnožování kvasinek je 25 až 28 °C. Nejnižší teplota, při 
které kvasinky ještě rostou je 4-5 °C a nejvyšší 40°C [9]. 
 
2.4.3.2. pH prostředí 
Růst a především produkce metabolitů je silně ovlivněn pH prostředí, jelikož každý druh 
vyžaduje jiné rozmezí. Pro optimální růst většiny bakterií a kvasinek je toto rozmezí poměrně 
úzké, zatímco u většiny plísní je podstatně širší [4]. 
Kvasinky vyžadují pro růst kyselé prostředí v rozmezí pH 4,2 - 5,5 a již slabě alkalické 
prostředí (pH kolem 7,5) zastavuje jejich růst. Jsou však schopny si toto pH velmi brzy 
upravit směrem ke své optimální hodnotě [4]. 
 
2.4.3.3. Vodní aktivita 
Veškeré chemické reakce probíhají v živé buňce pouze ve vodném prostředí, a proto zde 
musí být voda přítomna v dostatečném množství. Vodní aktivita (aH2O) vody se rovná 1 a se 
stoupající koncentrací rozpuštěných látek postupně klesá.  
Minimální aktivita vody kvasinek se pohybuje v rozmezí 0,91 až 0,88, což je nižší hodnota 
než u většiny bakterií [4]. 
 
2.4.3.4. Redoxní potenciál 
Oxidoredukční potenciál prostředí je dán přítomností oxidačních nebo redukčních činidel. 
Silně oxidační látky, ke kterým patří především kyslík, dále dusičnany, peroxidy, železité 
ionty aj., vytvářejí pozitivní redoxpotenciál. Silně redukující látky (železnaté ionty, vodík, 
sloučeniny s reaktivními dvojnými vazbami apod.) vedou k negativnímu potenciálu. 
Mikroorganismy se značně liší svým vztahem ke kyslíku, a proto také vyžadují různý redoxní 
potenciál [4]. 
Aerobní mikroorganismy, kam patří i karotenogenní kvasinky, vyžadují ve svém živném 
prostředí přítomnost rozpuštěného kyslíku, tedy pozitivní redox potenciál, proto je nutné 
vzdušnění [4, 17]. 
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2.5. Metody zpracování mikrobiální biomasy 
2.5.1. Stanovení nárůstu biomasy 
V mikrobiologické praxi je často důležité stanovení počtu buněk ve vzorku a nárůstu 
biomasy. Tyto hodnoty slouží k posouzení kinetiky růstu, ke stanovení specifické rychlosti 
růstu v různých fázích vývoje, a také ke kontrole mikrobiálního znečištění surovin a výrobků 
[2]. 
 
2.5.1.1. Stanovení počtu buněk 
Pomocí přímé metody se stanovuje celkový počet buněk v jednotce objemu. Buňky se 
počítají pod mikroskopem ve speciální komůrce, tzv. Bürkerově, která je z masivního 
podložního sklíčka členěného rýhami na dvě mřížky o přesné hloubce. Celá mřížka je 
rozdělena na 25 menších čtverečků, které jsou dále děleny na 16 dalších čtverečků. 
 
Počet buněk v 1 ml kultury dle počítání v nejmenším čtverečku o objemu 1/4000 mm3, se 





=   , kde x je počet mikroorganismů v 1 ml, c je 
celkový počet buněk ve všech počítaných políčkách, z číslo ředění a P počet políček [2]. 
 
2.5.1.2. Stanovení sušiny turbidimetricky 
Stanovení buněčné hmoty buněk mikroorganismů se používá v základním i aplikovaném 
výzkumu hlavně při biochemických pracích a při konstrukci růstových křivek. Při stanovení 
sušiny turbidimetrickou metodou se zjišťuje, kolik světla bylo absorbováno zákalem 
způsobeným přítomností buněk v měřeném vzorku. Měření se provádí při vlnové délce 
630 nm a pro každý mikroorganismus je třeba připravit vlastní kalibrační křivku naředěním 
suspenze buněk v určitých poměrech [17]. 
 
2.5.2. Příprava jednotlivých kolonií 
Při kultivaci mikroorganismů často potřebujeme získat jednotlivé kolonie k jejich izolaci. 
V tomto případě se nejčastěji užívá techniky izolace roztěrem, kdy se určité množství vhodně 
naředěné mikrobiální suspenze buněk napipetuje na agarovou plotnu a rozetře sterilní 
Drigalskiho tyčinkou nebo skleněnou tyčinkou upravenou do tvaru hokejky. Petriho misky se 
pak uloží do termostatu k inkubaci dnem vzhůru. Ředění se provádí postupným desítkovým 
ředěním tak, abychom dosáhli koncentrace, kdy po naočkování 100 µl suspenze vyrostlo 
20 až 200 kolonií [2]. 
 
2.5.3.  Metody dezintegrace buněk 
Pro izolaci různých metabolitů či DNA je třeba buňky řádně dezintegrovat a přitom příliš 
nepoškodit vnitřní obsah buněk. K jejich rozrušování se používají buď samostatně ale 
nejčastěji v kombinaci tyto 3 typy dezintegrace: fyzikální, chemická a enzymatická. 
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2.5.3.1. Fyzikální dezintegrace buněk 
Vzhledem k pevné buněčné stěně a malým rozměrům jsou mikroorganismy velmi odolné 
k mechanickým vlivům. Nejpoužívanější metodou k mechanickému rozrušení buněk je 
intenzivní míchání, tření v třecí misce, třepání či vortex s tzv. abrazivním materiálem, jako je 
např. jemný písek, drcené sklo, mořský písek či velmi drobné skleněné kuličky, přičemž 
velikost částic abrazivního materiálu by neměla přesahovat velikost drcených buněk. Další 
metodou může být např. protlačení zmražené buněčné suspenze velmi úzkou štěrbinou za 
pomoci vysokého tlaku, tzv. X-press nebo tekuté suspenze, tzv. French-press [4, 22]. 
Za nepříliš účinnou metodu se považuje střídavé zmrazování a rozmrazování. Této metody 
se užívá především při zjišťování aktivity vnitrobuněčných enzymů, neboť porušuje 
cytoplazmatickou membránu i vnitrobuněčné membrány, avšak může vést i k jejich částečné 
inaktivaci, protože je poměrně zdlouhavá [4]. 
Žádná však z uvedených metod nepoškozuje všechny přítomné buňky. Za velmi dobrý 
výsledek se pokládá rozdrcení 80 až 90 % buněk [4]. 
 
Ultrazvuk 
Ultrazvukem nazýváme zvukové vlny o frekvenci vyšší než 20 kHz a na mikroorganismy 
působí letálně, má-li poměrně vysokou intenzitu (kolem 10 W. cm-2) a nízký kmitočet (kolem 
20 kHz). V takovémto případě se jedná o tzv. kavitační ultrazvuk působící na živé organismy 
intenzivním kmitáním, v jehož důsledku dochází k prudké pulsaci buněčných membrán 
a plazmy. Tím se místy silně a opakovaně snižuje nebo zvyšuje tlak. Působením nízkého tlaku 
vznikají trhliny, kam difundují plyny rozpuštěné v kapalině a při náhlém stlačení těchto 
kavitačních bublin vzniká obrovský tlak, který buňky dezintegruje. Při celém procesu je nutné 
suspenzi buněk chladit v ledové lázni, jelikož se při sonikaci zahřívá. 
K fyzikálním účinkům ultrazvuku jsou nejcitlivější dlouhé tyčinkovité a vláknité 
mikroorganismy, kdežto koky a kvasinky jsou poměrně odolné [4]. 
 
 
2.5.3.2. Chemická dezintegrace buněk 
K chemické dezintegraci buněk slouží celá řada detergentů, silných oxidačních nebo 
redukčních činidel, přídavek kyselin či zásad a organických rozpouštědel.  
Mezi organická rozpouštědla používaná k narušení buněčných membrán patří např. aceton, 
toluen, diethylether, fenol-chloroformová směs a další. Chloroform, aceton a dietylether jsou 
tzv. rozpouštědla tuků, zatímco detergenty, jako např. SDS či lauroylsarkosin (aniogenní 
detergenty) a Triton X-100 (neionogenní detergent) jsou schopny solubilizovat např. 
membránové proteiny. Mezi hojně používaná oxidační činidla patří např. H2O2 a mezi 
redukční β-merkaptoethanol [4, 22]. 
 
2.5.3.3. Enzymová dezintegrace buněk 
K lyzi buněčných stěn bakteriálních buněk se využívá enzym lysozym hydrolyzující β-1,4 
glykosidické vazby mezi N-acetylglukoseaminem a N-acetylmuramovou kyselinou. V případě 
buněk kvasinek se nejčastěji využívá β-1,3 glukanázová aktivita enzymů lytikázy 
a zymolyázy [22]. 
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2.6. Izolace a analýza karotenoidů 
2.6.1. Izolace karotenoidů 
K izolaci karotenoidů ze vzorků s vysokým obsahem vody se nejčastěji používá jako 
extrakční činidlo aceton. Vzhledem k tomu, že karotenoidy u kvasinek jsou vázány 
v lipoproteinové frakci membrán, je proto pro jejich uvolnění a také pro odstranění 
interferujících lipidů nutné zmýdelnění pomocí alkoholického roztoku KOH přidaného 
k acetonu. Karotenoidy po zmýdelnění se pak dále několikrát extrahují nepolárními 
organickými rozpouštědly, jako jsou např. diethylether nebo petrolether [5, 7, 17]. 
 
2.6.2. Analýza karotenoidů pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie - HPLC 
K analýze obsahu karotenoidů ve vzorku se nejčastěji používá metody vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie tzv. HPLC. 
Chromatografie je separační metoda jednotlivých složek obsažených ve vzorku. Je 
založena na vytváření rovnovážných stavů složek mezi dvěma fyzikálně odlišnými vzájemně 
nemísitelnými fázemi, stacionární a mobilní [23]. 
Vzorek je mobilní fází unášen přes stacionární fázi, kde mohou být složky vzorku 
zachycovány, a tudíž zdržovány. Více se zdrží ty složky, které jsou stacionární fází poutány 
silněji a tím dochází k jejich separaci. Nakonec této soustavy se nejdříve dostanou ty složky, 
které byly stacionární fází zadržovány nejméně [24]. 
V kapalinové chromatografii je mobilní fází kapalina protékající kolonou mezi částicemi 
stacionární fáze - sorbentu [24, 25]. 
Klasické kolonové provedení kapalinové chromatografie nemá potřebnou účinnost, ale 
stalo se základem vysoce účinné kapalinové chromatografie - HPLC. K účinné separaci látek 
je totiž třeba použít dostatečně malých zrníček stacionární fáze, která však kladou prostupující 
mobilní fázi značný odpor. Proto je nutné pracovat při vysokém tlaku. [24]. 
Dělení složek mezi stacionární a mobilní fázi probíhá v krátkých náplňových nerezových 
kolonách, nejčastěji o délce 10-30 cm. Mobilní fáze je pomocí čerpadel dopravována pod 
tlakem až 50 MPa přes dávkovací zařízení, kde je obohacována směsí složek vzorku. 
K nejběžnějším detektorům patří fotometrické detektory měřící absorbanci eluátu 
vycházejícího z kolony, dále refraktometrické detektory, fluorescenční detektory, 
elektrochemické detektory apod. Všechny detektory pro HPLC by měly být však selektivní 
pro analyty a málo citlivé na mobilní fázi [24, 26]. Přístroj pro metodu HPLC je znázorněn na 
obrázku 8. 
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Obrázek 8: Přístroj pro HPLC 
 
Grafický záznam závislosti signálu detektoru na čase se nazývá chromatogram (obrázek 9). 
Každé rozdělené složce odpovídá na chromatogramu jedna eluční vlna, tzv. pík. Poloha jejího 
vrcholu se nazývá retenční čas tR a představuje dobu, během níž zóna látky projde celou 
kolonou. Inertní složka, která není v koloně zadržována, prochází kolonou stejně rychle jako 
mobilní fáze a vychází z kolony jako první. Součin retenčního času a objemového průtoku 
mobilní fáze udává retenční objem VR, což je objem mobilní fáze, který musí protéci kolonou, 
aby zóna dané látky prošla celou kolonou [25].  
Základem pro identifikaci složek ve vzorku je shoda retenční veličiny neznámé složky 
vzorku a známého standardu [25]. 
 
 
Obrázek 9: Chromatogram [24]  
h = výška píku, Y = šířka píku v základně, A = plocha píku 
 
2.7. Charakterizace nukleových kyselin 
2.7.1. Složení nukleových kyselin  
Podle velikosti se molekuly buňky dělí do dvou odlišných skupin. Jednu skupinu tvoří tzv. 
malé molekuly, což jsou sacharidy, aminokyseliny a mastné kyseliny, do druhé skupiny patří 
makromolekuly, mezi nimiž jsou nejdůležitějšími proteiny a nukleové kyseliny [27]. 
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Základními stavebními kameny nukleových kyselin jsou nukleotidy, skládající se 
z příslušné purinové nebo pyrimidinové dusíkaté báze, sacharidu ribosy (u RNA) či 
deoxyribosy (DNA) a fosfátové skupiny. Dusíkaté báze jsou vázány s příslušným sacharidem 
tzv. N-glykosidickou vazbou. Velmi důležitou vlastností bází je jejich komplementarita 
podmíněná vytvářením vodíkových můstků vždy mezi jednou purinovou a jednou 
pyrimidinovou bází. Adenin jako purinová báze se páruje dvěma vodíkovými vazbami 
s thyminem či uracilem v případě RNA, cytosin jako pyrimidinová báze třemi vodíkovými 
vazbami s guaninem. Komplementarita bází umožňuje nejen čtení genetického kódu, ale 
i zajišťuje stabilitu nukleových kyselin. Kovalentní vazba mezi jednotlivými nukleotidy se 
nazývá fosfodiesterová a tvoří kostru celého polynukleotidového řetězce. Polynukleotidový 
řetězec má dva různé konce, jeden s volnou skupinou 5´-OH tzv. 5´-konec a na opačném 
konci s volnou 3´-OH tzv. 3´-konec. Tvorba řetězce probíhá vždy jen jedním směrem, a to 
prodlužováním 3´-konce [28, 29]. 
Podle chemického složení rozlišujeme dva typy nukleových kyselin: deoxyribonukleové 
(DNA) a ribonukleové (RNA). DNA se skládá ze dvou antiparalelně uspořádaných 
polynukleotidových řetězců tvořící strukturu dvojšroubovice tzv. dihelixu, přičemž molekuly 
sacharidů a fosfátových zbytků směřují vně a dusíkaté báze dovnitř. Kdežto molekuly RNA, 
s výjimkou některých virových, jsou tvořeny jedním polynukleotidovým řetězcem. 
Dihelikální struktury se často stáčejí do nadšroubovicových struktur, tzv. superhelixů, 
tvořících terciální strukturu. Kvarterní strukturu tvoří nukleoproteinové komplexy, jako jsou 
chromatin a ribozomy [28, 30]. 
 
2.7.2. Vlastnosti a funkce DNA 
Obrovská molekulová hmotnost DNA a její relativní tuhost je dána povahou 
dvoušroubovicové konformace. Podobně jako bílkoviny, také molekula DNA denaturuje 
účinkem vyšších teplot, extrémním hodnotám pH, organických rozpouštědel, některých 
tenzidů apod [28].  
Teplota denaturace DNA je určena obsahem guaninu a cytosinu a nejčastěji se pohybuje 
okolo 94–95 °C. Je však také ovlivněna prostředím, ve kterém se molekula DNA vyskytuje. 
Při denaturaci dochází ke zhroucení nativní struktury a k oddělení komplementárních řetězců. 
Změna je provázena výrazným poklesem viskozity roztoku, prudce narůstá absorbance UV 
záření a křivka absorpčního spektra denaturované DNA leží výše. Při ochlazení roztoku se 
zafixují vodíkové vazby mezi bázemi náhodně. Avšak je-li udržována po delší dobu teplota 
nižší než teplota tání DNA (cca o 25 °C), nastane postupné přeskupování spojení bází 
a zpětné renaturace [28, 31]. 
DNA není inertní a neflexibilní, jak by se z její stavby zdálo, ale naopak je jak chemicky, 
tak strukturně jednou z nejvíce proměnlivých molekul. Je schopna přijmout celou řadu 
strukturních forem a reagovat s jinými molekulami [28]. Molekula DNA existuje převážně ve 
strukturní formě typu “B”, pravotočivé dvojšroubovici, stabilní při relativní vlhkosti 95 °C. 
Pokud se dostane do suššího prostředí s relativní vlhkostí okolo 75%, jako např. při vytváření 
spor u bakterií, je schopna se přeorientovat na tzv. “A“ formu. Tato konformace je kratší 
a širší a tudíž více kompaktní a odolnější. Poslední a jedinou levotočivou formou je tzv. “Z” 
konformace, která se vyskytuje v B formě v místech replikačních počátků a začátku 
transkripce, jelikož je jednoduše rozpletitelná a tvoří tzv. zig-zag a nejméně točivou strukturu 
[29, 32]. Všechny tři konformace jsou znázorněny na obrázku 10. 
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Obrázek 10: Počítačově grafický model forem DNA. Zprava doleva A forma, B forma a Z forma 
[26] 
 
Nejdůležitější vlastností DNA je její schopnost uchovávat genetickou informaci danou 
přesným pořadím purinových a pyrimidinových bází. Z chemického hlediska jsou tyto 
informace souborem předloh pro syntézu všech typů bílkovin daného organismu. Jednotlivé 
úseky DNA nesoucí informaci pro syntézu jedné bílkoviny se nazývají geny a soubor všech 
genů v organismu genom. K přenosu genetické informace dochází pomocí replikace, tj. 
tvorby kopie molekuly nukleové kyseliny, dále transkripce nebo-li přepisu genetické 
informace z DNA do RNA a translace, tj. překladu genetické informace z mRNA do primární 
struktury proteinu [4, 33, 34]. 
 
2.7.3. Prokaryotický a eukaryotický genom 
Prokaryotní buňky obsahují jen jeden chromozom tvořený jedinou, zpravidla cyklickou 
molekulou DNA, kdežto buňky eukaryot mají v jádře v závislosti na druhu různý počet 
chromozomů [28]. 
Osa kruhové DNA může být zkroucena, a tak umožňovat molekule pravotočivé či 
levotočivé nadšroubovicové nebo-li superhelikální vinutí, jak již bylo také zmíněno v kapitole 
2.7.1 Složení nukleových kyselin na str. 24. Nadšroubovice se může vytvořit jak z lineární, 
tak i kružnicové dvouřetězcové DNA (dsDNA). Lineární molekula dsDNA může přejít do 
nadšroubovicové konformace, jsou-li oba její konce připevněny k nějakému substrátu, jako je 
např. eukaryotická DNA vážící se v chromozomu k tzv. proteinovému lešení. Molekula DNA 
nevyznačující se nadšroubovicovým vinutím je označována jako relaxovaná dsDNA a je 
pouze ve formě dihelixu [28, 31, 34]. 
Tyto superhelikální struktury se také projeví na elektroforegramu. Nejpomalejší je 
molekula otevřené kružnicové DNA, která představuje relaxovanou dvoušroubovicovou 
kružnicovou DNA se zlomem, tj. přerušením fosfodiesterové vazby alespoň v jednom ze dvou 
řetězců. Dále je v pořadí uzavřená relaxovaná forma kružnicové DNA, poté lineární 
relaxovaná forma a nejrychlejší jsou superhelikální struktury dvouřetězcové DNA. Čím více 
obsahuje molekula nadšroubovicového vynutí, tím se gelem pohybuje rychleji [29, 34, 35]. 
Kromě chromozomální DNA existují v buňkách prokaryot a některých nižších eukaryot, 
jako např. i kvasinek, malé kruhové DNA nazývané plasmidy. Plasmidy mají mnohem nižší 
molekulovou hmotnost, nemají esenciální význam k přežití buňky, ale velmi často nesou geny 
kódující rezistenci k různým antibiotikům a jedům. V genovém inženýrství mají velké 
uplatnění jako vektory sloužící k interkalaci cizích genů do hostitelských buněk, a tak 
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k tvorbě tzv. transformantů. Kvasinkové plasmidy mají v tomto ohledu také velké využití. 
Nízkomolekulární dvouřetězcová kruhová DNA byla zjištěna u několika druhů kvasinek, 
např. Saccharomyces cerevisaie, jejíž plasmid byl prostudován nejvíce, dále 
Schizosacchromyces pombe, Kluyveromyces lactis, Candida glabrata a u některých druhů 
rodu Zygosaccharomyces [4, 28, 36]. 
 
2.7.3.1. Kvasinkový genom  
Více než 600 vědců ze 100 laboratoří se snažilo sekvenovat genom kvasinek 
Saccharomyces cerevisiae, jelikož tyto kvasinky byly v genomice vždy modelovým 
eukaryotickým organismem. Genom S.cerevisiae se skládá ze 6000 genů, umístěných na 




2.8.1. Charakteristika mutací 
Dědičnosti a řízené proměnlivosti mikroorganismů se dnes v praxi využívá v širokém 
měřítku, neboť jsou získávány mutanty a hybridy z průmyslového hlediska mnohem 
výhodnější než původní kmeny. Lze například uvést výrobu antibiotik, kvasnou výrobou 
aminokyselin, která je založena výhradně na použití mutantů, neboť nezmutované kmeny 
nemají schopnost nadprodukce těchto metabolitů. Pomocí genového inženýrství lze připravit 
takové mikrobiální buňky, které produkují velká množství živočišných hormonů, růstových 
faktorů i látek s protirakovinnými účinky. Výhody mikroorganismů jsou hlavně v získání 
velkého počtu jedinců za poměrně jednoduchých a dobře opakovatelných podmínek, možnost 
celkem snadného zjištění jednoho zmutovaného jedince v milionové kolonii mikroorganismů, 
jejich krátká generační doba vede k rychlé selekci mutantů a kromě toho mají malé genomy 
a tím pádem větší pravděpodobnost zasažení specifického genu [4, 38]. 
Mutace je každá změna genu, která se zachovává při jeho expresi, a to i tehdy, pokud už 
přestal působit mutagenní činitel [17]. 
Pokud je mutace vyvolaná záměrně, hovoříme o tzv. indukované mutaci. Mutagenní 
činitele lze rozdělit na fyzikální a chemické. Mezi fyzikální mutageny patří především UV 
záření, rentgenové a radioaktivní záření, způsobující převážně tvorbu pyrimidinových (T) 
dimerů ve struktuře DNA. Další velkou skupinou mutagenních činitelů jsou chemické 
sloučeniny. Mutageny mohou způsobit jak genové, nebo-li bodové mutace, při kterých 
nastávají malé změny DNA týkající se jednoho páru či nanejvýš několika nukleotidů, tak také 
mutace chromozomové způsobující změny několika genů, tzv. chromozomové zlomy, delece, 
translokace a podobně. Mutace vyskytující se pouze u eukaryot, genomové mutace, spočívají 
ve změně počtu chromozomů, čímž vedou ke vzniku polyploidních nebo aneuploidních 
buněk. Polyploidní kmeny kvasinek se vyznačují poněkud většími rozměry buněk a vyšší 
stabilitou svých vlastností [4, 38, 39]. 
Velmi účinnými mutageny používanými pro získávání mikrobiálních mutantů 
k průmyslovým nebo vědeckým účelům jsou alkylační činidla, mezi něž patří např. 
methylester kyseliny methansulfonové (MMS), ethylester kyseliny methansulfonové (EMS), 
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oxiran či methylované nitrosloučeniny. Některé modifikace, jako např. cross-linkage bází 
způsobených alkylačními činidly silně poškozují DNA, jelikož dochází např. k alkylaci 
purinové báze guaninu a ten se pak váže s thyminem namísto s cytosinem [4, 38, 39]. 
Alkylační činidla esterové povahy mají být aplikována při pH 7, neboť v kyselém 
i alkalickém prostředí se rozkládají v látky s vyšší toxicitou a nižší mutagenitou [17].  
Podle funkce genů, které byly mutací poškozeny, rozeznáváme morfologické mutanty 
u kterých se může projevit např. výrazné protažení buněk nebo změna vzhledu kolonií, dále 
fyziologické mutanty např. se změnou citlivosti k antibiotikům, teplotě, ztrátou schopnosti 
konjugace, sporulace a posledním typem mutanty se změnou metabolismu [4]. 
 
2.8.2. Projevy mutací na elektroforegramu pulzní gelové elektroforézy 
Spontánní i indukované mutace kvasinkových buněk se s největší pravděpodobností 
projeví na konečném výstupu elektroforegramu pulzní gelové elektroforézy. Pro zřetelnější 
analýzu bývá izolovaná DNA specificky štěpena restrikčními endonukleázami [40, 41]. 
Rozlišení projevů mutací od nepříbuzného kmene je velmi důležité. Podle srovnání počtu 
fragmentů a jejich velikostí lze rozlišit porovnávané kmeny na totožné, úzce příbuzné, 
pravděpodobně příbuzné a nepříbuzné [41]. Totožné kmeny mají stejný počet fragmentů 
i jejich velikost. U úzce příbuzných kmenů došlo k tzv. jedné genetické události - k bodové 
mutaci, inserci či deleci DNA. Tyto změny typicky vedou ke změně dvou až tří fragmentů 
(obrázek 11) [41]. 
 
 
Obrázek 11: Schematický diagram ukazující změny vzorku analyzovaného pulzní gelovou 
elektroforézou jako výsledek různých genetických událostí. (Chybějící fragment označen kolečkem, 
fragment navíc hvězdičkou) [41] 
 
Vzorek A zastupuje mikrobiální kmen bez jakýchkoliv mutací. Vzorek B obsahuje 
bodovou mutaci vytvořením restrikčního místa navíc. Tudíž fragment o velikosti 400 kb chybí 
a místo něj můžeme vidět dva menší nové fragmenty, avšak jejich součet je roven velikosti 
většího fragmentu. V opačném případě vzorku C, kdy došlo opět k bodové mutaci, ale ke 
ztrátě restrikčního místa, můžeme pozorovat ztrátu fragmentů o velikostech 400 a 200 kb 
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a jejich náhradě za nový větší fragment 600 kb. U vzorku D došlo k inserci, tudíž k přidání 
páru či několika párů bází, který ale neobsahoval sekvenci restrikčního místa. Změna se 
projevila zvětšením fragmentu o velikosti 400 kb na cca 450 kb. V případě posledního vzorku 
naopak pozorujeme deleci, či-li ztrátu páru nebo několika párů bází a fragment 400 kb je 
zmenšen na cca 350 kb [41]. 
Pravděpodobně příbuzné kmeny se většinou liší ve čtyřech až šesti fragmentech, jelikož 
u nich proběhly dvě genetické události. Pokud je odlišnost jednotlivých fragmentů větší než 
50 %, řadí se pak tyto kmeny mezi geneticky nepříbuzné. U úzce a pravděpodobně 
příbuzných kmenů musí být metoda pulzní gelové elektroforézy a předcházející izolace 
provedena několikrát, nebo ověřena jinou technikou, např. tzv. „plasmid fingerprinting“ pro 
případné vyloučení možnosti fragmentace nepříbuzných kmenů [41]. 
 
2.8.3. Zjišťování mutantů v populaci 
Kvůli poměrně nízké frekvenci mutantů je pro jejich zjištění nejvhodnější použít selekční 
metody. Tyto metody spočívají ve vyočkování buněčné suspenze obsahující 103 - 106 buněk 
na selektivní půdy v Petriho misce. Během inkubace je pak růst nezmutovaných buněk silně 
nebo úplně potlačen, takže zřetelné kolonie vytvoří pouze zjišťované mutanty. Současně se 
zředěná suspenze vyočkuje také na kompletní pevnou půdu pro zjištění počtu přežívajících 
buněk [17]. 
2.9. Izolace nukleových kyselin 
2.9.1. Izolace a purifikace DNA 
V eukaryotických chromozomech, kam patří i kvasinkový chromozom, DNA tvoří pevné 
komplexy s histonovými a dalšími proteiny, proto je obtížnější tuto vazbu rozrušit než 
u prokaryotické buňky. Lze toho dosáhnout pomocí činidel, která bílkoviny denaturují a sráží. 
Nejčastěji se používají detergenty, které i zároveň solubilisují buněčné membrány (např. 
SDS), v kombinaci se směsí fenol:chloroform (1:1) usnadňující disociaci nukleových kyselin 
od proteinů. Uvolnění proteinů napomáhá i současné zvýšení iontové síly přidáním 
koncentrovaných roztoků solí, např. octanu sodného či draselného. Denaturované agregáty 
proteinů se odstraní centrifugací a DNA se extrahuje do vodné fáze organickými 
rozpouštědly, odkud se vysráží alkoholem. RNA lze ze vzorku odstranit například činností 
ribonukleázy [38, 42]. 
Dále se tento problém řeší využitím proteáz, především proteinázou K, která je aktivní 
v přítomnosti detergentů. Aktivita nukleáz se inhibuje komplexotvornými činidly, nejčastěji 
5-50 mmol⋅dm-3 roztokem EDTA a potlačí se i tím, že proteolytické štěpení probíhá při 
vyšších teplotách - až 50 °C. Navíc přítomnost ionogenních detergentů (př. SDS) také 
inhibuje jejich aktivitu. Natrávené proteiny se odstraní deproteinizací fenolem a pokud se 
vyskytují zbytky sacharidů, odstraní se buď selektivním srážením nebo pomocí enzymů 
glukoamyláz. Izolace DNA z rostlin, vláknitých hub či kvasinek je složitější pro vysokou 
pevnost buněčné stěny, proto se nejčastěji používá kombinace mechanické dezintegrace 
a enzymového rozrušení buněčné stěny [38]. 
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2.9.1.1. Měření koncentrace a stanovení čistoty DNA pomocí absorpční spektrometrie 
v UV-VIS oblasti 
Nukleové kyseliny absorbují záření v UV oblasti, maximum absorpce nastává při          
260-265 nm, pro stanovení se využívá vlnové délky 260 nm. Při měření je nutné dbát na 
čistotu preparátu, protože ruší přítomnost proteinů, RNA a aromatických látek [43].  
Při vlnové délce 280 nm absorbují proteiny a při 230 nm fenol, proto je nutné koncentraci 
DNA měřit v rozmezí těchto vlnových délek. Čistotu vzorku DNA zjistíme z poměru 
absorbancí 260 a 280 nm. Za vyhovující lze považovat vzorek s poměrem absorbancí 260/280 
v rozmezí 1,8-2,0. Poměr menší než 1,8 svědčí o obsahu kontaminujících bílkovin. Z tohoto 
důvodu je nutné opakovat deproteinaci fenolem a srážení DNA ethanolem. Při poměru vyšším 
než 2,0 vzorek obsahuje RNA, kterou lze odstranit např. působením ribonukleázy nebo 




Podstatou UV-VIS spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného 
monochromatického záření zředěnými roztoky molekul v rozsahu vlnových délek 200 až 
800 nm. Pohlcením tohoto záření přechází molekula do excitovaného stavu [26]. 
Po dopadu monochromatického záření na vzorek poklesne v důsledku absorpce původní 
zářivý tok dopadajícího paprsku Φ0 na nižší hodnotu Φ. Poměr těchto zářivých toků se nazývá 
transmitance a dekadický logaritmus její převrácené hodnoty absorbance. Závislost 
absorbance na vlnové délce záření představuje absorpční spektrum vzorku [25]. 
Pro stanovení absorbance roztoku absorbující látky platí Lambert-Beerův zákon, který 
vyjadřuje, že absorbance je přímo úměrná koncentraci absorbující látky a tloušťce absorbující 
vrstvy roztoku: 
A = ελ ⋅ c⋅ l, přičemž ελ [dm3⋅mol-1⋅cm-1] je molární absorpční koeficient (veličina 
charakteristická pro danou látku v daném prostředí), c molární koncentrace látky [mol⋅dm-3] 
a l tloušťka absorbující vrstvy [cm] [25]. 
 
2.9.1.2. Izolace DNA pro pulzní gelovou elektroforézu a následné štěpení restrikčními 
endonukleázami 
Molekuly DNA, které mají být analyzovány pulzní gelovou elektroforézou, by se neměly 
izolovat standardními metodami, jako je fenol-chloroformová extrakce, při kterých dochází 
k jejich poškození, ale speciálním postupem v agarózových bločcích. Lyze buněk 
a deproteinace DNA pak probíhá v těchto bločcích, kde jsou velké molekuly mechanicky 
nestabilní DNA chráněny před nespecifickou fragmentací střižnými silami při pipetování 
[46, 47]. 
Po izolaci chromozomální DNA v bločcích velmi často následuje pro lepší identifikaci 
a porovnávání jednotlivých kmenů specifické štěpení restrikčními enzymy. Ty jsou 
rozpuštěny v restrikčním pufru a přidány k agarózovým bločkům [40, 47]. Restrikční 
endonukleázy rozpoznají několik specifických míst podél chromozomu a jejich přítomnost má 
pak za následek vznik velkých fragmentů DNA, které by nemohly být separovány běžnou 
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konvenční elektroforézou. Metoda používající restrikční štěpení genomické DNA se nazývá 
“Restriction endonuclease analysis of genomic DNA (REAG)” [48, 49].  
 
2.10. Analýza DNA elektromigračními metodami 
K nejpoužívanějším separačním technikám k analýze nukleových kyselin patří gelová 
elektroforéza. Na polyakrylamidovém gelu lze separovat jen malé nukleové kyseliny. Větší 
molekuly o několika tisících párů nukleotidů jsou již pro pohyb v polyakrylamidovém gelu 
příliš velké a musí se tedy použít gel agarózový. Gelová elektroforéza na nosičích, nebo-li tzv. 
zónová elektroforéza, se provádí v gelech a podle technického uspořádání rozlišujeme 
horizontální či vertikální elektroforézu, dále elektroforézu v gradientovém gelu, pulzní 
gelovou elektroforézu a další [46, 50].  
Principem elektroforetické separace je pohyb nabitých molekul ve 
stejnosměrném elektrickém poli. Jelikož hlavním nositelem náboje nukleových kyselin jsou 
záporně nabité fosfátové skupiny, DNA se pohybuje k opačně nabité elektrodě – anodě, a to 
v poměrně širokém rozmezí pH [46, 50]. 
 
2.10.1. Pulzní gelová elektroforéza (Pulsed field gel electrophoresis = PFGE) 
Při konvenční gelové elektroforéze se molekuly DNA pohybují přímočaře a plynule od 
katody k anodě, rychlost pohybu je úměrná jejich velikosti a separace je podmíněna 
rychlejším průchodem menších molekul gelem. Tento princip dělení se však uplatňuje jen 
u menších molekul DNA do velikosti přibližně 50 kb. Pro separaci větších molekul se proto 
používá pulzní gelové elektroforézy (PFGE), protože jinak by molekuly uvízly v síťovité 
struktuře gelu a tím pádem by se nerozdělily. Tato metoda umožňuje separovat molekuly 
obsahující až 12 milionů párů bází [46, 50]. 
Při PFGE je gel vystaven dvěma nebo více elektrickým polím, jejichž směr se pod úhlem  
90-180° periodicky mění, a to v pravidelných časových intervalech - pulzech, což vytváří tzv. 
zig-zag pohyb molekuly. Při aktivaci prvního elektrického pole se separované molekuly 
srovnají do správného směru a začnou se pohybovat gelem. Jakmile se ale toto působení 
přeruší a zaktivuje se druhé elektrické pole, molekuly jsou přinuceny změnit směr svého 
pohybu. Pro pohyb ve směru změněného elektrického pole musí tedy nejdříve molekuly DNA 
změnit svou orientaci. Větší molekuly potřebují na svou reorientaci více času než molekuly 
menší, proto je potom jejich pohyb pomalejší. Čas potřebný k přeorientování molekul DNA 
tudíž stoupá s délkou jejich řetězce, na základě níž jsou také chromozomy či dlouhé 
fragmenty DNA v pulzní gelové elektroforéze separovány [46, 47, 50, 51]. 
Jako hmotnostní standardy se používají konkatemery plazmidů, konkatemery DNA fága 
lambda, chromozomy kvasinek Saccharomyces cerevisiae (240 až 2200 kb) 
a Schizosaccharomyces pombe (3,5 - 5,7 Mb) a pro ještě větší molekuly DNA chromozomy 
plísně Dictyostelium discodium (3,6 až 9 Mb) nebo Neurospora crassa (4-10,3 Mb) [46]. 
Elektroforetický přístroj pro PFGE má dva nebo více párů elektrod rozmístěných okolo 
desky s gelem (obrázek 12). Na jednotlivé elektrodové páry jsou postupně přiváděny 
napěťové pulzy v řádu 0,1 až 1000 sekund podle velikosti dělených molekul [50]. 
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Obrázek 12: Přístroj pro PFGE a a jeho hexagonální elektroda s gelem 
2.10.1.1. Parametry pulzní gelové elektroforézy 
Dlouhé molekuly DNA jsou separovány pomocí pulzní gelové elektroforézy na základě 
délky jejich řetězce a elektroforetické mobility v závislosti na různých podmínkách, ke 
kterým patří především pulzní čas, velikost elektrického napětí, čas běhu (tzv. running time), 
dále koncentrace agarózového gelu a elektroforetického pufru, teplota a úhel měnících se 
elektrických polí [51].  
Pulzní čas: je možné během separace ponechat konstantní nebo jej zvyšovat. Tím lze 
regulovat velikost molekul, které se za daných podmínek ještě pohybují, protože jejich 
reorientační čas je nižší než doba pulzu. Molekuly, které zvoleného limitu daného rozmezím 
pulzních časů nedosáhnou, zůstávají po elektroforéze poblíž startu [46]. Pokud chceme 
separovat větší molekuly, volíme delší pulzní časy (např. 100 až 1000 s), pro menší molekuly 
kratší pulzní časy (1 až 100 s) [51]. 
Velikost napětí: Mezi délkou pulzního času a velikosti napětí je inverzní vztah, tzn. nízké 
napětí a delší pulzní čas pro větší molekuly a vyšší napětí a kratší pulzní čas pro separaci 
menších molekul. Se zvyšujícím se elektrickým napětím totiž stoupá i mobilita molekul. 
Maximální elektroforetické mobility je však dosaženo jen když jsou molekuly DNA plně 
reorientovány daným směrem. Tudíž při příliš vysokém napětí (např. 220 V) je mobilita 
molekul sice vysoká, ale zóny jsou neostré a rozmazané. Malé diferenciace velikosti 
elektrického napětí v daném pulzním čase mohou tedy signifikantně ovlivnit a zlepšit průběh 
separace [47, 51]. 
Pro optimalizaci velikosti elektrického napětí a délky pulzních časů se většinou spustí 
elektroforéza napřed s kratšími pulzními časy pro separaci malých chromozomů, která je pak 
následována elektroforézou s delšími pulzními časy pro separaci větších chromozomů. 
Srovnáním obou analýz se pak stanoví optimální podmínky separace molekul chromozomální 
DNA daného mikrobiálního kmene [51]. 
Čas běhu: Pulzní elektroforéza je označována za excelentní metodu analýzy velkých 
molekul DNA, je však metodou časově náročnou. Doba separace se odvíjí od velikosti 
separovaných molekul DNA, pro větší molekuly se volí delší časy, pro menší molekuly kratší 
časy. Např. pro větší molekuly do 2 Mb je nutný čas běhu nejméně 17 hodin. Molekuly nad 
2 Mb, jako např. chromozomy Schizosaccharomyces pombe vyžadují časy ještě delší [52, 53]. 
Reorientační úhel elektrických polí: Ostrost jednotlivých zón mimo jiné také závisí na 
reorientačním úhlu měnících se elektrických polí. Obecně platí, že čím větší je úhel, tím 
ostřejší jsou jednotlivé zóny. Pro separaci kvasinkové DNA se užívá úhlu 110 až 165° [54]. 
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Teplota: Běžné konvenční elektroforézy probíhají při laboratorní teplotě, avšak při PFGE 
je nutné dodržovat nižší teploty, a to 4 až 15 °C. S vyšší teplotou stoupá mobilita molekul, ale 
také klesá rozlišitelnost jednotlivých zón, proto je velmi důležité nepřekračování tohoto 
teplotního limitu [54]. 
Koncentrace agarózového gelu: Rychlost pohybu molekul také závisí na koncentraci 
agarózového gelu. Čím vyšší koncentrace, tím se molekuly pohybují pomaleji, avšak rozlišení 
jednotlivých zón je ostřejší [54]. 
Některé parametry pulzní gelové elektroforézy, doporučené přímo výrobcem aparatury, 
jsou uvedeny v tabulce 1. 
 
      Tabulka 1: Některé parametry PFGE doporučené výrobcem [52] 
 
 
2.10.1.2. Jednotlivé typy PFGE  
Pulzní elektroforetický efekt je používán několika typy PFGE, které se především liší 
možným rozsahem velikostí analyzované DNA [54]. 
 
 Field-inversion gel electrophoresis (FIGE) 
Pro techniku FIGE je charakteristický úhel mezi dvěma elektrickými poli 180°. Pro 
zlepšení rozlišení jednotlivých frakcí jsou pulzní časy během běhu postupně zvyšovány. 
Velkou předností této metody jsou rovné linie zón a užití jednoduchého zařízení. FIGE je 
používána pro separaci menších fragmentů do 800 kb [54, 55]. 
 Transverse-aternating field gel electrophoresis (TAFE) 
U techniky TAFE je gel orientován vertikálně a jednoduché 4 elektrody nejsou umístěny 
na gelu, ale před a za gelem. Molekuly vzorku jsou nuceny k zigzag pohybu směrem dolů 
a jsou vystaveny kontinuálním změnám velikosti elektrického pole a reorientačního úhlu. 
Protože úhel mezi elektrickými poli se mění od vrcholu gelu  ze 115° až po spodní část okolo 
165°, molekuly se nepohybují konstantní rychlostí. Zařízení TAFE poskytuje pravidelné 
a ostré rozlišení zón a používá se k separaci fragmentů o velikosti do 1600 kb [56]. 
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 Contour-clamped homogeneous electric fields (CHEF) 
CHEF je nejpoužívanější metodou. Zařízení obsahuje 24 bodových elekrod rovnoměrně 
rozmístěných do hexagonálního tvaru (obrázek 12). Všechny elektrody jsou napájeny přes 
externí rezistory, kde je regulována velikost elektrického napětí na elektrodách. Tento systém 
tak vytváří uniformní elektrické pole, proto všechny zóny mají dobré rozlišení. Reorientační 
úhel je 120° a tato technika se využívá k separaci fragmentů do 7 Mb [54, 57, 58]. 
CHEF-DRII je modifikací metody CHEF a dovoluje separovat molekuly až do 12Mb [59]. 
 Orthogonal-Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE) 
Technologie OFAGE užívá kombinaci 2 nehomogenních polí s úhlem měnícím se od 
90 do 180° podél gelu. Z toho důvodu DNA molekuly migrují různými rychlostmi závislými 
na jejich aktuálním umístění v gelu. Tato charakteristika je speciálně problematická pro 
mapování genomu savčích buněk. Navíc linie migrace molekul DNA jsou méně přímočaré, 
pokud je analyzován genom nižších organismů, jako např. kvasinek. Touto metodou mohou 
být separovány molekuly DNA o velikosti 1000 až 2000 kb [ 54, 58]. 
 Rotating gel electrophoresis (RGE) 
Tato metoda se vyznačuje rotujícím gelem mezi jednou sadou elektrod. Elektrické pole je 
uniformní, tudíž jednotlivé zóny jsou ostře rozlišeny. Díky rotujícímu gelu se reorientační 
úhel molekul mění podle úhlu rotace. Pulzní časy jsou však delší, proto se RGE používá 
k separaci chromozomů o velikosti okolo 6 Mb [54, 60]. 
 Pulsed-homogeneous orthogonal field gel electrophoresis (PHOGE) 
Hlavním rozdílem od ostatních uspořádání zařízení pulzní gelové elektroforézy je 90 
stupňový reorientační úhel mezi elektrickými poli. Linie migrace DNA nejsou přesně rovné, 
jelikož na něj působí několik elektrických polí. Tento systém je schopen separovat molekuly 
DNA do velikosti 1 Mb [54, 60]. 
 
2.10.1.3. Využití pulzní gelové elektroforézy a její aplikace v potravinářství 
Technika pulzní gelové elektroforézy našla široké uplatnění v analýze genomu všech 
živých organismů. Využívá se k separaci molekul DNA (např. chromozomů bakterií, 
kvasinek či plísní, ale i lidských či zvířecích buněk) nebo restrikčních fragmentů DNA o 
velikosti desítek kilopárů bází až několika megapárů bází, používající se pak např. při 
klonování a vytváření genomových knihoven. PFGE ukázala excelentní schopnost separace 
od lineární chromozomové DNA parazitů o velikosti nad 50 kb přes kvasinkový chromozom 
o velikosti několika Mb až k analýze lidského genomu o velikosti od 50 do 250 Mb. Technika 
PFGE je mimo jiné používána k běžným genomovým studiím vedoucím k určování velikosti 
a počtu chromozomů a obarvený gel k technice Southern blotting. Dále našla uplatnění 
v detekci genových polymorfismů a změn všech typů organismů a k vytváření fyzických 
a genetických map chromozomu mikroorganismů, ale i rostlinných, zvířecích a lidských 
buněk. Tyto mapy jsou pak nedílným předstupněm pro sekvenování jejich genomu [46, 47, 
54]. 
Použití pulzní gelové elektroforézy výrazně zvýšilo rozlišení a přesnost, s níž může být 
mapován rozsáhlý savčí genom. Tato technika se stala ústřední v aplikaci mnoha genetických 
strategií využívajících např. mutace savčího genomu, protože doplňuje a rozšiřuje stávající 
mapování a umožňuje analýzu nových DNA markerů z jakékoli genomické oblasti [61].  
Pulzní gelová elektroforéza je vysoce diskriminační metoda k diagnostickému rozlišení 
a zjišťování genetické příbuznosti mezi druhy a kmeny jednotlivých mikroorganismů, a to 
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hlavně patogenických (jako např. druhů Salmonella) nozokomiálních (Staphylococus aureus) 
či komerčně využívaných (např. druhů Lactobacillus, Arthrobacter, Microbacterium aj. na 
výrobu mléčných výrobků či kmenů vinných, pivních a pekařských kvasinek) [47, 62, 63, 64].  
Bakterie rodu Salmonella způsobující u člověka nemoc salmonelózu a zvířecí infekce, 
bývá izolována z drůbeže a jiných hospodářských zvířat a její genom je díky pulzní gelové 
elektroforéze porovnáván se vzorky DNA izolovanými jak ze vzorků inkriminovaných 
pokrmů, jako např vajíček, salátů a majonéz, tak i s klinickými vzorky nakažených pacientů 
[63]. Mezi další mikroorganismy způsobující infekce z nakaženého jídla patří dále bakterie 
rodu Listeria monocytogenes či Campylobacter jeuni [47]. 
Nozokomiální infekce postihují hlavně imunitně oslabené pacienty v nemocnicích 
a zřetelně zvyšují jejich nemocnost i úmrtnost a prodlužují dobu hospitalizace, proto je jejich 
studium tak důležité. Mezi jejich původce se řadí hlavně druh Staphylococus aureus, dále 
velmi často se vyskytující kvasinky rodu Candida způsobující kandidózu či bakterie rodu 
Klebsiella pneumoniae izolované a studované také v českých nemocnicích [49, 51, 65, 66]. 
K objasnění genetické příbuznosti jednoho druhu se většinou odebírají vzorky buď 
z různých klinických materiálů jednoho pacienta, nebo od různých pacientů či zdravotnických 
pracovníků a poté je vypočítávána příbuznost pomocí koeficientu podobnosti S mezi 
fragmenty DNA dvou různých vzorků. Vzorky z klinického materiálu zdravotnických 
pracovníků se odebírají z důvodu porovnání jednotlivých izolátů a zjištění původu infekce 
[49]. 
Pulzní gelová elektroforéza se ukázala také nepostradatelnou metodou v potravinářském 
průmyslu k přesné identifikaci používaných mikrobiálních kmenů. A to jak v mléčném, 
pivovarském, pekařském, vinném či jiném potravinářském odvětví [64].  
Například kmeny jednotlivých bakteriálních druhů užívaných při výrobě mléčných 
výrobků, jako např. Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, rody Arthrobacter či 
Microbacterium a další, musí být přesně od sebe rozlišeny. Každý kmen určitého druhu se 
totiž liší v mnoha industriálně důležitých vlastnostech, jako např. v rychlosti a intenzitě 
výroby kyseliny mléčné, citlivosti k bakteriofágovým infekcím, schopnosti štěpit kasein 
a hlavně v rozdílu chuti, vůni a konzistenci dané konečnému produktu. Proto například při 
výrobě vysoce kvalitního sýru je nutné dbát zvýšené pozornosti pro přesný výběr startovacích 
kultur [40, 62]. 
Totéž platí u vinných i pivních kvasinkových kmenů. Velmi citlivé na výběr patřičných 
mikrobiálních kmenů je zejména vinařské odvětví. Vinné kvasinkové kmeny je nutné rozlišit 
kvůli speciálním charakteristikám pro různé typy a odrůdy vín. Primární funkcí vinných 
kvasinek je především dostatečná a kompletní konverze vinného cukru na alkohol bez získání 
pachuti, avšak dnešní vinaři požadují startovací kultury s celým spektrem specializovaných 
vlastností lišících se výběrem různých kmenů. K tomuto rozlišení slouží celá řada metod jako 
např. gelová elektroforéza s teplotním gradientem tzv. TGGE (temperature gradient gel 
electrophoresis), denaturační gradientová gelová elektroforéza (DGGE) či pulzní gelová 
elektroforéza a další [64]. 
K odlišení jednotlivých kmenů se nejčastěji používá kombinace štěpení DNA příslušnými 
restrikčními endonukleázami na malé množství velkých fragmentů s jejich následnou 
analýzou pulzní gelovou elektroforézou. Jednotlivé bakteriální kmeny jsou totiž stejnými 
nukleázami různě naštípány, protože se liší ve svých DNA sekvencích [40]. 
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Další a velmi významné využití našla pulzní gelová elektroforéza v technice přípravy 
geneticky modifikovaných potravin, kdy se využívá k analýze genomu potravin a k přípravě 
těchto transformantů, jelikož chromozomy rostlin mají většinou vysoké molekulové 
hmotnosti. Např. velikost DNA izolovaná z rajčete dosahuje více jak 2 Mb [67]. 
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3. CÍL PRÁCE 
Cíl předložené diplomové práce zaměřené na analýzu kvasinkové DNA pomocí pulzní 
gelové elektroforézy spočívá v řešení následujících dílčích úloh: 
 
 Využití a možnosti provedení metody pulzní gelové elektroforézy, aplikace 
v potravinářství a biotechnologii. 
 
 Optimalizace podmínek izolace kvasinkové DNA a analýzy chromozomů metodou 
PFGE. 
 
 Analýza chromozomů modelových kvasinek. 
 
 Srovnávací analýza karyotypů karotenogenních kvasinek. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Použité chemikálie 
4.1.1. Chemikálie použité na kultivaci kvasinek 
Kvasničný autolyzát, Himedia (India) 
D-glukóza monohydrát p.a., Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Síran amonný p.a., Lachema (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Lachema (ČR) 
Síran horečnatý heptahydrát p.a., Chemapol (ČR) 
Bacteroilogical agar, Scharlau Chemie S.A. (Spain)  
Ethyl ester kyseliny methansulfonové (EMS), Sigma-Aldrich (SRN) 
4.1.2. Chemikálie použité k izolaci DNA 
Fenol, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Chloroform, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Chelaton 3 (EDTA) p. a, Lachema (ČR) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Penta (ČR) 
Dodecylsíran sodný (SDS), Serva (SRN) 
Octan sodný bezvodý, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Octan sodný trihydrát, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN) 
Ribonukleáza A (RNAáza), Serva (SRN) 
Izopropylalkohol, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Lytikáza, Sigma-Aldrich (SRN) 
Agaróza (low melting), Serva (SRN) 
N-laurylsarcosine, Sigma-Aldrich (SRN) 
Proteináza K, Sigma-Aldrich (SRN) 
Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit, MO Bio Laboratories (USA) 
4.1.3. Chemikálie pro elektromigrační metody 
Agaróza (Premium), Serva (SRN) 
Ethidiumbromid, Serva (SRN) 
Kyselina octová, Lach-Ner s r.o. (ČR) 
4.1.4. Standardní chemikálie pro elektromigrační metody 
Yeast Chromosome PFG Marker, BioLabs (USA), Saccharomyces cerevisiae                   
(16 chromozomů v rozpětí velikostí 225 - 1900 kb) 
 
λ - Eco T14I / Bg/II digest DNA MW Standard Marker, Takara Bio (Japan),  
(18 chromozomů v rozpětí velikostí 60 - 22010 bp) 
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Lambda DNA Ladders Megabase DNA Standard Marker, Cambrex (USA)                        
(18 chromozomů v rozpětí velikostí 48,5 kb - 873 kb) 
 
Schizosaccharomyces pombe Megabase DNA Standard Marker, BMA (USA) 
 
4.1.5. Chemikálie použité k izolaci a analýze karotenoidů 
Aceton p.a., Lachema (ČR) 
Hydroxid draselný p.a., Lachema (ČR) 
Diethyléter p.a., Lachema (ČR) 
Ethanol pro UV-VIS, Lachema (ČR) 
Methanol pro HPLC, Sigma – Aldrich (SRN) 
 
4.2. Přístroje a pomůcky 
4.2.1. Pomůcky pro kultivaci kvasinek 
Spektrofotometer VIS, Helios δ, Unicam (UK) 
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro (SRN) 
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan) 
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR) 
Třepačka Yellow line, (SRN) 
Analytické váhy Boeco (SRN) 
Laminární box Aura Mini, Bio Air Instruments, (USA) 
 
4.2.2. Zařízení pro izolaci a stanovení DNA 
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN) 
Centrifuga C 28 Laborzentrifugen (SRN) 
Mikrocentrifuga Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN) 
Thermostatic cooler (Julabo Labortechnic GmbH), (SRN) 
Třepačka Heidolph Promax 1020 (SRN) 
Inkubator 1000 (SRN) 
Sestava PFGE, Pharmacia Bitech (Švédsko): 
Gene Navigator, Pharmacia Bitech, (Švédsko) 
GN Controller, Pharmacia Bitech, (Švédsko) 
Programmable Power Supply, MP-500V, (Švédsko) 
Sestava pro horizontální elektroforézu, Bio Rad (USA) 
Electrophoresis Power Supply SH 300, Shelton scientific (USA) 
Systém pro dokumentaci gelů: UltraLum, Inc. Ultra Viewer, (USA) 
4.2.3. Pomůcky pro izolaci a analýzu karotenoidů 
Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB) 
Vakuová odparka RV 06, IKA (SRN) 
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Vodní lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR) 
Ultrazvuk PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner, Powersonic (SK) 
Sestava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.o. (ČR): 
Programátor gradientu GR 5 
Vysokotlaké čerpadlo typ P 4020 
Dávkovací ventil typ C 
Termostat kolony typ LCO 101 
UV-VIS detektor procesorový, typ LCD 2084 
software Clarity– Chromatography SW, Data Apex 2006 
Kolona Kinetex (4,6 x 150 mm); 100 A, C18, 2,6 u, Phenomenex (USA) 
4.3. Kvasinkové kmeny 
Pro izolaci a analýzu DNA či karotenoidů byly použity karotenogenní kmeny kvasinek 
Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33, Rhodotorula rubra 
(mucilaginosa) CCY 20-7-31, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, Sporobolomyces 
shibatanus CCY 19-20-3 a Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1, získaných ze CCY 
(Culture Colllection of Yeasts) sbírky kvasinek Chemického ústavu SAV v Bratislavě. 
4.4. Kultivace mikroorganismů 
4.4.1. Podmínky kultivace 
Karotenogenní kvasinky všech analyzovaných rodů patří mezi aerobní mezofilní 
mikroorganismy. Proto byly kultivovány v kapalném médiu při teplotě 28 °C za stálého 
třepání (90 rpm) a osvětlení pro produkci karotenoidů. Všechna použitá média byla řádně 
vysterilována. 
 
4.4.2. Inokulum I 
Pro každou sérii kultivací bylo připravené inokulum I (INO I) o potřebném objemu tak, 
aby poměr INO I : INO II byl 1:5. Do každého vysterilovaného a ochlazeného INO I byly 
asepticky naočkovány 3 kličky ze zásobní kultury uchované na Petriho miskách. Kultivace 
probíhala po dobu 24 hodin. Inokulum I bylo základem pro zaočkování příslušných sérií 
inokul II. Složení média pro inokulum I je uvedeno v tabulce 2 a bylo vždy pro všechny 
kmeny stejné. 
 
Tabulka 2: Složení inokula I 
Složka Množství 
kvasničný autolyzát 7 g 
glukosa 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
odstátá vodovodní voda 1000 ml 
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4.4.3. Inokulum II 
Ke každému inokulu I bylo připraveno inokulum II o potřebném objemu tak, aby byl 
zachován jejich očkovací poměr 1:5. Inokulum I bylo sterilně a za zachování očkovacího 
poměru přelito do inokula II a to bylo poté kultivováno po dobu 24 hodin. Inokulum II bylo 
základem pro následující série produkčních médií. Inokula II všech kmenů byla o stejném 
složení, které je uvedeno v tabulce 3. 
 
Tabulka 3: Složení inokula II 
Složka Množství 
glukosa 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
odstátá vodovodní voda 1000 ml 
 
4.4.4. Produkční média 
Pro každé inokulum II (INO II) bylo připravené produkční médium o složení uvedeném 
v tabulce 4. Pro všechny analýzy DNA byla složení produkčních médií všech kmenů stejná.  
Příslušný objem INO II byl přelit do produkčních médií tak, aby poměr INO II : produkční 
médium byl 1:5. Kultivace produkčních médií probíhala ve dvou sériích; po dobu 50 hodin 
a 80 hodin. 
 
Tabulka 4: Složení produkčních médií 
Složka Množství 
glukosa 30 g 
(NH4)2SO4 4 g 
KH2PO4 4 g 
MgSO4 0,34 g 
odstátá vodovodní voda 1000 ml 
 
4.4.5. Mutace kvasinkových kultur 
Poslední série kultivace byla provedena s přidáním chemického mutagenu - ethylesteru 
kyseliny methansulfonové (EMS) o koncentraci 10 mg/ml produkčního média. Kmeny byly 
kultivovány paralelně v médiích s přidaným mutagenem a v příslušných kontrolních médiích 
bez mutagenu. Příslušné složení produkčních médií bez přidaného mutagenu je uvedeno 
v tabulce 4. 
Po 80 hodinách kultivace byly ze všech produkčních médií zaočkovány mutované buňky 
mikrobiologickým roztěrem na Petriho misky o složení média uvedeném v tabulce 5. 
Z každého produkčního média byly zaočkovány 4 misky po 100 µl a 2 misky po 60 µl. Poté 
byly kultury ponechány při 37 °C v termostatu ke kultivaci a po nárůstu byly přeočkovány 
technikou desítkového ředění a roztěrem tak, aby vznikly jednotlivé kolonie (kapitola 2.5.2 na 
str. 20). Z takto vytvořených a vybraných nejvhodnějších mikrokolonií vizuálně naznačujících 
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nadprodukci karotenoidů, bylo zaočkováno inokulum I o standardním složení (viz tabulka 2) 
a provedena kultivace do 50. hodiny k izolaci DNA a do 80. hodiny k izolaci karotenoidů 
a ergosterolu.  
 
Tabulka 5: Složení média v Petriho miskách 
Složka Množství 
glukosa 42,375 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
kvasniční autolyzát 7 g 
agar 20 g 
odstátá vodovodní voda 1000 ml 
 
4.5. Zpracování biomasy 
Odebrané vzorky z každého inokula i produkčních médií byly naředěny aby nebyl přesažen 
rozsah spektrofotometru, a poté byla měřena absorbance zákalu při vlnové délce 630 nm 
oproti destilované vodě. Dále byly mikroskopicky pozorovány morfologické znaky 
přítomných kvasinek za účelem jejich popisu a případného vyloučení vzorků kvůli 
mikrobiální kontaminaci. Mikroskopické preparáty byly pozorovány při zvětšení 640x 
a výsledky byly zachyceny digitální kamerou a zpracovány pomocí počítačového softwaru 
Lucia.  
Pro určení množství sušiny v naměřených vzorcích produkčních médií byly kvůli časové 
tísni použity kalibrační závislosti zjištěné z růstových křivek z předchozích prací [15, 68, 69]. 
Příslušné kalibrační křivky vyjadřují závislost mezi množstvím sušiny a zákalem různě 
koncentrovaných suspenzí kvasinek. Přehled kalibračních křivek je znázorněn v tabulce 6, 
přičemž y je naměřená absorbance a x množství sušiny v g/l. 
 
Tabulka 6: Přehled kalibračních křivek šesti kvasinkových kmenů 
označení  rovnice kalibrační křivky 
Rhodotorula glutinis y = 0,1947x – 0,0234 
Rhodotorula aurantiaca y = 0,2047x – 0,0184 
Rhodotorula rubra y = 0,229x 
Cystofilobasidium capitatum y = 0,1669x + 0,1884 
Sporobolomyces roseus y = 0,2421x – 0,0488 
Sporobolomyces shibatanus y = 0,2047x – 0,0184 
 
Po odebrání příslušného objemu kultury k měření absorbance a mikroskopickému 
pozorování byl objem produkčních médií centrifugován při 5000 otáčkách po dobu 10 minut 
a buňky byly dále použity k izolaci DNA nebo uloženy v mrazničce při -20 °C k izolaci 
karotenoidů a ergosterolu. 
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4.6. Izolace a analýza karotenoidů a ergosterolu 
Protože jsou karotenoidy i ergosterol součástí nezmýdelnitelného podílu lipidické frakce 
buňky, je možné k jejich souběžné izolaci použít několikanásobnou extrakci v kombinaci se 
zmýdelněním vzorků. Analýza byla provedena pomocí vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie se spektrofotometrickou detekcí. K tomuto měření byly použity izolované 
vzorky produkčních médií s přidanými mutageny a jejich kontrolami o objemu 100 ml. 
 
4.6.1. Izolace karotenoidů a ergosterolu zmýdelněním a následnou extrakcí 
Buňky byly rozmraženy a poté centrifugovány při 5000 otáčkách po dobu 10 minut. 
Usazené buňky byly v třecí misce důkladně dezintegrovány v 50 ml acetonu a po přidání 
50 ml alkoholického roztoku KOH byly ponechány na vodní lázni při 90 °C po dobu 30 minut 
ke zmýdelnění.  
Odparek po zmýdelnění byl třikrát extrahovaný diethyletherem a spojené etherové frakce 
byly odpařeny na vakuové odparce. 
4.6.2. Příprava vzorku pro HPLC 
Vysušený extrakt byl rozpuštěn v ethanolu pro HPLC, přefiltrován přes jednorázový filtr 
do mikrocentrifugační zkumavky a před samotnou analýzou centrifugován na 
mikrocentrifuze.  
4.6.3. Analýza karotenoidů a ergosterolu metodou HPLC/UV-VIS 
K chromatografické analýze karotenoidů a ergosterolu byla použita sestava HPLC/UV-VIS 
od firmy ECOM spol. s r.o. Ke zpracování dat a chromatogramů byl použit program Clarity . 
Analýza probíhala za izokratických podmínek při průtoku mobilní fáze 1,1 ml/min, teplotě 
45 °C, na nerezové koloně s předkolonou (RP-C18, detaily viz kapitola 4.2.3 str. 38), za 
fotometrické detekce při vlnové délce 450 nm odpovídající maximu absorbance karotenoidů 
a 285 nm odpovídající maximu absorbance ergosterolu. Vzorek byl na kolonu dávkován přes 
dávkovací ventil se smyčkou. Objem nanášeného vzorku byl 10-20 µl podle typu vzorku. 
Jako mobilní fáze byl použit methanol pro HPLC. 
4.6.4. Identifikace a kvantifikace karotenoidů a ergosterolu 
Identifikace jednotlivých karotenoidů a ergosterolu byla provedena na základě jejich 
retenčních časů v porovnání s retenčními časy standardů karotenoidů a ergosterolu. Stanovení 
množství karotenoidů a ergosterolu ve vzorku bylo provedeno pomocí externí kalibrace 
metodou kalibrační křivky: β-karoten: y = 4,3875x, lykopen: y = 1,0248x, ergosterol: 
y = 31,642x [68]. Přičemž hodnoty jsou uvedeny pro koncentraci µg/ml. Ke kvantitativnímu 
vyhodnocení byla použita závislost plochy píků na koncentraci jednotlivých vzorků.  
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4.7. Izolace a analýza chromozomální DNA 
4.7.1. Optimalizace dezintegrace a izolace chromozomální DNA 
Jelikož buněčná stěna kvasinek je velmi silná a k izolaci DNA je potřeba jejího řádného 
rozrušení, byla testována optimalizace dezintegrace buněk předcházející fenol-chloroformové 
extrakci DNA pomocí ultrazvuku, acetonu s mořským pískem či skleněnými kuličkami (100 
µm) a enzymovou dezintegrací s SDS nebo bez něj. Dále byla také DNA izolována pomocí 
komerčního kitu, a to spolu se vzorky, u kterých byla provedena homogenizace ultrazvukem. 
 
4.7.1.1. Izolace DNA fenol-chloroformovou extrakcí  
1 až 3 g buněk byly centrifugovány při 5000 otáčkách po dobu 10 min a buněčný sediment 
byl suspendován asi 1 minutu pomocí vortexu ve 4 ml lytického pufru (1,8612 g EDTA, 3 g 
SDS, 0,6055 g Tris, 100 ml destilovaná voda, úprava roztoku na pH 8). Jedna série izolací 
byla provedena s přidanými skleněnými kuličkami do lytického pufru a druhá bez přidaných 
kuliček. 
K takto rozsuspendovanému roztoku buněk bylo přidáno 100 µl 90% β-merkaptoethanolu 
a buňky byly inkubovány na vodní lázni po dobu 25 min při 65 °C. Poté byly přidány 4 ml 
směsi fenol:chloroform (1:1) a směs byla vortexována po dobu 1 minuty. Buňky byly 
centrifugovány při 1500 otáčkách po dobu 20 min a poté byla horní fáze odpipetována do 
zkumavky, ke které byl přidán 0,1 násobek objemu 3 mol/l roztoku octanu sodného a 2,5 
násobek 96% ethanolu. Ke zbytku dolní fáze byla přidána opět směs fenol:chloroform a celý 
postup byl zopakován ještě jednou. Vzniklá sraženina DNA byla centrifugována při 9000 
otáčkách po dobu 15 minut, promyta 70% ethanolem a opět centrifugována. Sediment byl 
vysušen proudem vzduchu, rozpuštěn v TE a převeden do mikrocentrifugační zkumavky.  
Poté následovalo přečištění vzorku DNA od RNA pomocí ribonukleázy (RNasy), ze které 
však byly napřed odstraněny stopy DNasy povařením roztoku RNasy o koncentraci 1 mg/ml 
při 90 °C po dobu 10 minut. Dále byl vzorek inkubován s takto připraveným roztokem RNasy 
při 37 °C po dobu 30 minut, přičemž na 10 µl vzorku byl použit 1 µl roztoku RNasy. 
Následně byl ke vzorku přidán izopropylalkohol, čímž došlo ke sražení DNA, kdežto RNA 
zůstala v roztoku. Sraženina DNA byla centrifugována  při 9000 ot./min po dobu 15 min, 
přečištěna, vysušena a rozpuštěna v TE pufru jako v předchozím případě.  
U takto připraveného vzorku byla ke zjištění koncentrace a čistoty DNA měřena 
absorbance při 260 a 280 nm. Měření koncentrace a stanovení čistoty DNA pomocí absorpční 
spektrometrie v UV-VIS oblasti je uvedeno v kapitole 2.9.1.1. na str. 29. 
4.7.2. Izolace chromozomální DNA v bločcích pro pulzní gelovou elektroforézu 
Na základě počtu buněk v 1 ml bylo vypočítáno množství potřebné k odebrání k izolaci 
DNA v agarózových bločcích. Buňky byly počítány přímou metodou pomocí Bürkerovy 
komůrky. Potřebné množství se pohybovalo okolo 108 buněk v 1 ml média. K izolaci DNA 
bylo odebráno trojnásobné nebo pětinásobné množství takto vypočteného množství média, 
které bylo centrifugováno při 5000 otáčkách po dobu 10 minut; vyšší množství buněk bylo 
odebráno kvůli kvůli zvýšení výtěžku DNA ve vzorku. 
Sediment buněk po centrifugaci byl suspendován v 50 mmol/l roztoku EDTA o pH 7,5 
a celý tento postup byl zopakován 2x, jednou ve větším množství EDTA (cca 10 ml) 
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a podruhé v co nejmenším (cca 150 µl). Poté podle přidaného množství EDTA byl přidán 
k suspenzi enzym lytikáza tak, aby jeho koncentrace byla 10 mg v 1 ml 50 mmol/l EDTA 
o pH 7,5. Tato suspenze byla promíchána se stejným množstvím 2% „Low melting point“ 
agarózy rozpuštěné ve 125 mmol/l EDTA o pH 7,5 a teplotě 42°C. Suspenze byla inkubována 
po dobu 30 minut při 40°C a pipetována do předem připravené formy na bločky, ve které byla 
ponechána 30 minut při 4°C ke ztuhnutí. Bločky byly po ztuhnutí přemístěny do kyvet s 5 ml 
LET pufru o složení 500 mmol/l EDTA, 7,5% 2-merkaptofenol, 10 mmol/l Tris, pH 7,5 
a ponechány k inkubaci cca 16 hodin při 37°C. Dále byly bločky ponořeny do 5 ml NDS 
roztoku (2 mg/ml proteináza K v 500 mmol/l EDTA, 1% laurylsarkosin a 10 mmol/l Tris, pH 
7,5) a inkubovány 24 hodin při 50°C. Tato inkubace byla zopakována s čerstvým roztokem 
NDS po dobu cca 16 hodin při 50°C. Bločky byly následně třikrát promyty v 50 mmol/l 
EDTA o pH 7,5 a v tomto roztoku byly při 4°C uchovány pro další použití. 
 
4.7.3. Analýza chromozomální kvasinkové DNA elektromigračními metodami 
4.7.3.1. Analýza DNA horizontální gelovou elektroforézou 
Horizontální gelová elektroforéza byla v této práci použita k analýze DNA izolované 
fenol-chloroformovou extrakcí. Tato metoda je užívána k separaci menších fragmentů DNA 
do velikosti přibližně 50 kb. 
 
Příprava agarózového gelu 
1 g agarózy „Premium“ bylo rozpuštěno ve 100 ml TAE pufru 1X (pro přípravu TAE 
pufru 50X: 242 g Tris, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5 mol/l EDTA pH 8, 1000 ml 
destilovaná voda). Po rozpuštění v mikrovlné troubě a následném mírném ochlazení bylo 
přidáno asi 13 µl ethidiumbromidu a gel byl nalit do elektroforetické formy 
a s umělohmotným hřebenem tuhl asi 30 minut. Do vzniklých jamek byl pak nanášen vzorek 
smíchaný se sacharózou, aby nedošlo k jeho vyplavení. 
 
Horizontální gelová elektroforéza 
Elektroforetická vana byla naplněna připraveným TAE pufrem 1X a poté byla přikryta 
víkem a zapojena do napájecího zdroje, přičemž parametry separace byly nastaveny na 
80 V a 120 mA. 
 
Vyhodnocení gelu 
Gel byl po ukončení elektroforézy (asi dvě a půl hodiny) vložen do komory vizualizačního 
systému Ultralum, kde byl vyfotografován a vzniklý obraz zpracován programem Avion 
Image a uložen v počítači. 
 
4.7.3.2. Analýza DNA pulzní gelovou elektroforézou 
Pulzní gelová elektroforéza se využívá k separaci větších fragmentů DNA, mezi které 
patří i chromozomální DNA izolovaná z kvasinek, která dosahuje velikosti několik megabází 
(Mb). 
  45  
Příprava agarózového gelu 
1,1 g agarózy „Premium“ bylo rozpuštěno ve 110 ml roztoku 0,08 mol/l TBE pufru 
(složení 0,5 mol/l TBE pufru: 50 g Tris, 27,5 g H3BO3, 3,72 g nebo 20 ml 0,5 mol/l EDTA pH 
8, 1000 ml destilovaná voda). Po rozpuštění v mikrovlnné troubě a následném opatrném 
ochlazení, aby gel příliš neztuhl, byl nalit na speciální desku, kde s vloženým umělohmotným 
hřebenem tuhl asi 30 minut. Do jamek vzniklých po vytažení hřebene byl nanášen vzorek ve 
formě výše popsaných agarózových bločků (viz kapitola 4.7.2 na str. 43).  
Pulzní gelová elektroforéza 
Elektroforetická vana byla naplněna 0,08 mol/l TBE pufrem, který zde byl před začátkem 
analýzy vychlazen na teplotu cca 10 °C. Do pufru byla poté opatrně ponořena deska s gelem 
a nanesenými vzorky, na okraj vany byla upevněna hexagonální elektroda a celý prostor byl 
uzavřen víkem. Po nastavení požadovaných podmínek na přístroji Gene Navigator a proudu 
s napětím na zdroji, byla elektroforéza spuštěna.  
Vyhodnocení gelu 
Gel byl po ukončení elektroforézy asi 30 minut barven v barvící lázni obsahující 1l 
destilované vody s 50 µl ethidiumbromidu a poté přenesen do čisté nádoby s destilovanou 
vodou. Takto obarvený gel byl vložen do komory vizualizačního systému Ultralum, kde byl 
vyfotografován a vzniklý obraz zpracován programem Avion Image a uložen v počítači. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1. Morfologické znaky analyzovaných kvasinek 
U každého kmene byly pozorovány jednotlivé morfologické znaky jednak k vyloučení 
kontaminace a zejména za účelem sledování morfologických změn s přibývajícím časem 
kultivace. Na obrázcích 13-15 jsou znázorněny morfologické znaky předložených šesti 
kvasinkových kmenů, přičemž význam zkratek na snímcích je následující:  
INO I = inokulum I, INO II = inokulum II, RG = Rhodotorula glutinis, RR = Rhodotorula 
rubra, SSc = Sporobolomyces shibatanus, CC = Cystofilobasidium capitatum, 
RA = Rhodotorula aurantiaca, SR = Sporobolomyces roseus 
5.1.1. Morfologie buněk - INO I, INO II a produkční média 
   
 
   
Obrázek 13: Mikroskopické snímky  šesti  kvasinkových kmenů -  inokulum I  
 
    
 
   
Obrázek 14: Morfologické snímky šesti kvasinkových kmenů - inokulum II 
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Obrázek 15: Morfologie buněk produkčního média (80. hodina kultivace) 
 
Dle mikroskopického pozorování lze vidět, že buňky všech kmenů plynule rostly bez 
větších odlišností a změn tvaru, s výjimkou kmene Sprobolomyces roseus, který je ve své 
morfologii velmi různorodý. Celkově lze říci, že buňky měly spíše z počátku svého růstu 
oválný tvar, především buňky rodu Rhodotorula, a poté se postupně zakulacovaly, což 
můžeme pozorovat hlavně u snímků buněk z produkčních médií. 
 
   
 
   
Obrázek 16: Typické zbarvení kultur karotenogenních kvasinek  
kultivovaných do stacionární fáze růstu 
 
Na předchozích snímcích (obrázek 16) lze vidět převládající oranžové až narůžovělé 
zbarvení produkčních médiích. Významy zkratek na snímcích jsou uvedeny v předchozí 
kapitole 5.1 na str. 46.  
5.1.2. Změna morfologických znaků po různých typech dezintegrace buněk 
5.1.2.1. Mechanická dezintegrace ultrazvukem 
Jelikož buněčná stěna kvasinek je velmi silná, je velmi obtížné její dokonalé rozrušení. 
V rámci sérií testů zaměřených na postupy dezintegrace buněk byla mimo jiné provedena 
homogenizace ultrazvukem a po jejím průběhu byly buňky kvasinek vyfoceny pod 
mikroskopem. Výsledky pozorování lze vidět na snímcích obrázku 17. Významy zkratek na 
následujících obrázcích jsou totožné jako v kapitole 5.1 na str. 46. 
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Obrázek 17: Morfologické změny buněk kvasinek po homogenizaci ultrazvukem  
 
Dle mikroskopického pozorování snímků na obrázku 17 lze vidět poměrně značnou 
a dobře viditelnou změnu v morfologii všech šesti kvasinkových kmenů. Vyskytuje se 
srpkovitý tvar buněk a agregace. Buněčná stěna je v některých případech ztenčená, avšak 
u většiny buněk zůstává stále silná a dobře viditelná, což poukazuje jen na částečnou 
dezintegraci buněk. 
5.1.2.2. Enzymatická dezintegrace buněk kvasinek 
Při přípravě agarózových bločků se inkubují buňky 24 hod s enzymem lytikázou. Běžná 
inkubace však probíhá přímo uvnitř bločků. Jelikož po řadě testovacích analýz DNA byly 
vidět na elektroforegramu velmi slabé zóny, bylo potřeba zjistit, jestli dochází vlivem enzymu 
k dostatečné dezintegraci buněk. Proto byla inkubace navýšena o 24 hod a spojena se 








Obrázek 18: Morfologické změny buněk kvasinek po enzymatické dezintegraci buněk lytikázou 
 
Z obrázku 18 je patrná největší míra dezintegrace lytikázou u kvasinkových kmenů 
Rhodotorula rubra (RR) a Sporobolomyces roseus (SR), kde proběhla přibližně u 80 % 
přítomných buněk. To dokazuje především ztenčená buněčná stěna a mnohdy jen části 
protoplastů, což lze nejlépe pozorovat u kmene Rhodotorula rubra. U zbývajících kmenů byla 
dezintegrována asi 1/3 buněk. Také lze vidět morfologické změny a ztenčení buněčné stěny, 
avšak ne v takové míře jako např. u Rhodotoruly rubra a Sporobolomyces roseus. U tohoto 
kmene je však obtížné posuzovat morfologii buněk, protože jak můžeme vidět z obrázků 13 
až 15, je schopen zaujmout různé tvary buňky. 
 
5.1.3. Morfologické znaky po kultivaci kvasinek v médiu s mutagenem 
V poslední sérii kultivací byl k produkčnímu médiu přidán mutagen - ethylester kyseliny 
methansulfonové (EMS) - viz kapitola 4.4.5, str. 40, přičemž kultivace byla provedena do 
80. hodiny. Následující snímky na obrázku 19 znázorňují morfologické změny a změny 
zbarvení médií po působení mutagenu ve srovnání s příslušnou kontrolou. Významy zkratek 
na následujících obrázcích jsou opět totožné jako v kapitole 5.1 na str. 46. 
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Obrázek 19: Morfologie buněk produkčních médií s přidaným mutagenem (80. hodina kultivace) 
 
Dle mikroskopického pozorování můžeme velmi zřetelně vidět u všech kvasinkových 
kmenů vliv mutagenu na morfologii buněk. V porovnání s kontrolami jsou jednotlivé buňky 
působením mutagenu zdeformované, scvrklé a jejich buněčná stěna má kromě kmene 
Sporobolomyces roseus nádech do fialova. 
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Obrázek 20: Zbarvení produkčních médií po přidání mutagenu ve srovnání s příslušnou kontrolou 
 
Tabulka 7: Přehled poklesu absorbance u médií s přidaným mutagenem  ve srovnání s kontrolami 
 kontrolní média média s mutagenem 
označení kultury A 630 (100x ředěno) A 630 (10x ředěno) 
RG 0,220 0,153 
RR 0,231 0,147 
RA 0,215 0,157 
CC 0,214 0,100 
SR 0,129 0,052 
SSc 0,242 0,152 
 
Vliv mutagenu lze velmi jasně vidět nejen ve zbarvení produkčních médií (obrázek 20), ale 
i na výrazném poklesu jejich absorbance odpovídající produkci biomasy (tabulka 7). Média 
s mutagenem jsou o mnoho světlejší než kontrolní média. U kmene Sporobolomyces roseus 
(SR) vidíme nejsvětlejší, až téměř bílé zbarvení, což se také potom projevilo na nárůstu buněk 
na Petriho miskách (viz následující kapitola 5.1.3.1). Další málo zbarvené jsou buňky druhů 
Rhodotorula aurantiaca (RA), Cystofilobasidium capitatum (CC) a Sporobolomyces 
shibatanus (SSc). Slabě narůžovělé jsou kmeny Rhodotorula glutinis (RG) a Rhodotorula 
rubra (RR). Ze zbarvení médií můžeme tedy usuzovat až téměř na letální účinky mutagenu, 
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což potvrzuje i pokles tvorby biomasy (dokumentovaný jako zákal měřený turbidimetricky při 
630 nm) uveden v tabulce 7. 
5.1.3.1. Morfologické znaky buněk kultivovaných na Petriho miskách po mutacích 
Po 80. hodině kultivace byla produkční média s mutagenem a jejich kontroly naočkovány 
roztěrem na Petriho misky (složení média na miskách viz Tabulka 5 na str. 41) a poté 
přeočkovány metodou postupného ředění od koncentrace 10-2 až 10-6 za účelem nárůstu 
jednotlivých kolonií (viz kapitola 2.5.2 na str. 20). Na Petriho miskách na obrázku 22 jsou 
uvedeny popisy podle toho, kolikrát byla kultura zředěna z původního množství buněk 107. 
 Morfologické změny byly pozorovány po cca 48 hodinách kultivace po druhém výsevu 
(obrázek 21). Na misce s kmenem Sporobolomyces roseus kultivovaným v médiu s přidaným 
mutagenem se neobjevily žádné kolonie, proto již tento kmen nemohl být zařazen do dalšího 
pokračování experimentu. 
 
     
Obrázek 21: Morfologie buněk na Petriho miskách po působení mutagenu 
 
Z obrázku 21 lze jasně vidět působení mutagenu na morfologii buněk. Buněčné stěny 
všech kvasinkových kmenů jsou velmi ztenčené, avšak tvar buněk je standardní oproti 
scvrklému tvaru buněk odebraných přímo z produkčních médií s mutagenem (obrázek 19). 
Není již také patrný fialový nádech okolo buněčné stěny. Buňky se na optimálním médiu 
snaží opět adaptovat a přejít k obvyklému průběhu metabolismu, součástí adaptace je 
nepochybně i přestavba buněčbé stěny a membrány. 
Kvasinkový kmen Sporobolomyces roseus je nejspíše citlivý na působení mutagenu EMS 
daleko více než ostatní zkoumané kmeny, proto s největší pravděpodobností kolonie 
nevyrostly.  Může to souviset i s atypickým tvarem buněk, poněkud odlišnou fyziologií 
a stavbou povrchových struktur. 
 
  





Obrázek 22: Zbarvení mutovaných buněk na miskách po 4 dnech kultivace v termostatu 
 
Na obrázku 22 můžeme vidět již výrazně oranžové zbarvení kolonií po 4 dnech od 
naočkování z velmi světlých produkčních kapalných médií s mutagenem (obrázek 20). 
Můžeme dokonce vidět stejné zbarvení mutantních kolonií a jejich příslušné kontroly, což 
opět naznačuje příhodnější prostředí média na Petriho miskách, ale nepotvrzuje příliš 
výraznou nadprodukci karotenoidů u izolovaných mutantů. Kolonie kmene Sporobolomyces 
shibatanus jsou však v porovnání s příslušnou kontrolou nejsvětlejší, což se pak také projevilo 
nižší produkcí karotenoidních pigmentů než u rodu Cystofilobasidium či některých druhů rodu 
Rhodotorula (viz kapitola 5.2., str. 56). 
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Kontrolní médium kmene Rhodotorula aurantiaca (RA) bylo kontaminováno jinou 
bezbarvou kvasinkou, jak je patrné z obrázku 20 velmi světlou barvou média a z obrázku 22, 
kde můžeme vidět u RA kontroly bílé i oranžové kolonie. Později byl zjištěn původ 
kontaminace pocházející z úplně počáteční kultury, ze které byl kmen Rhodotorula aurantica 
očkován do kapalného média. Je nutné však poukázat na skutečnost, že médium Rhodotorula 
aurantica s přidaným mutagenem již potom kontaminováno nebylo, protože nejspíše 
působení mutagenu kontaminující kvasinku zahubilo. Snímek této velké „kontaminující“ 
buňky kvasinky v porovnání s o mnoho menšími buňkami kvasinky Rhodotorula aurantiaca 
je znázorněn na obrázku 23 (označeno šipkami). 
 
     
Obrázek 23: Mikroskopický snímek kontaminující kvasinky 
 
5.1.3.2. Morfologie buněk po zaočkování do kapalného média 
Po nárůstu jednotlivých kolonií (cca 4 dny) byla z Petriho misky odebrána podle 
vizuálního posouzení vždy jedna mikrokolonie a zaočkována do produkčního média. Po 50. 
a 80. hodině kultivace byly sledovány morfologické znaky buněk médií (obrázek 24). 
 
    
 
   
Obrázek 24: Morfologie buněk z produkčních médií po pasážování selektovaných mutantů  
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Obrázek 25: Zbarvení médií po zaočkování selektovaných mutantů z Petriho misek  
(50. hod kultivace) 
 
Na předchozích snímcích (obrázky 24, 25) lze vidět zpětnou změnu morfologie buněk 
a zbarvení médií do obvyklého odstínu (srovnání obrázky 19 až 21). Světlejší barva je 
způsobena kratší dobou kultivace těchto buněk. Mutace již se stala součástí DNA buněk a je 
třeba ověřit, zda došlo k nějakým změnám v molekulární struktuře a metabolismu buněk. 
Nejsvětlejší odstín můžeme pozorovat u kontroly i mutantů kmene Sporobolomyces 
shibatanus (SSc), s čímž souvisí i zbarvení kolonií na obrázku 22, které se také potom 
projevilo v produkci karotenoidů (viz kapitola 5.2., str. 56). Kontrolní médium kmene 
Rhodotorula aurantiaca (RA) nebylo již použito pro další experiment kvůli kontaminaci 
vysvětlené výše (popis obrázku 23). 






   
Obrázek 26: Zbarvení médií po zaočkování mutantů selektovaných z Petriho misek 
 (80. hod kultivace) 
 
V 50. hodině kultivace byla produkční média spíše růžová až světle oranžová (obrázek 25), 
kdežto v 80. hodině mají tmavší oranžový odstín (obrázek 26), což svědčí o intenzivní 
produkci karotenoidů. 
 
5.2. Produkce karotenoidů a ergosterolu mutovanými kmeny 
Kurantní kmeny kultivované v kapalném médiu o složení uvedeném v kapitole 4.4.4 byly 
podrobeny analýze obsahu karotenoidních barviv a ergosterolu. V této práci byly nejvíce 
sledovány změny produkce β-karotenu v závislosti na produkci biomasy, jelikož tento 
pigment má z karotenoidů největší praktický význam. Z dalších karotenoidů byl analyzován 
také lykopen, pokud byl jeho pík na chromatogramech patrný. Dále byl určen obsah všech 
karotenoidů ve vzorku. K celkové hodnotě produkce pigmentů významně přispívá u většiny 
kmenů torulen, případně torularhodin (viz přílohy 1, 5, 7). Tyto látky nebylo možné přesně 
kvantifikovat, poněvadž nejsou dostupné standardy; při celkovém odhadu produkce pigmentů 
byla s ohledem na podobnost struktury použita kalibrační křivka pro β-karoten. Do hodnoty 
celových karotenoidů byly zahrnuty i deriváty torularhodinu eluované od 3.minuty 
chromatografické separace (viz přílohy 1, 5, 7). K analýze byla použita metoda HPLC, 
jednotlivé vybrané chromatogramy karotenoidů a ergosterolu jsou v přílohách 1 až 8 
a v následující tabulce 8 a grafech 1, 2, 3 jsou uvedeny výsledky. Hodnoty kontrolní kultury 
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Tabulka 8: Produkce biomasy, karotenoidů a ergosterolu u mutantních a kontrolních kultur 
Pozn. tučně jsou zvýrazněny hodnoty nadprodukce příslušného metabolitu či sušiny mutanty 
MUTACE 
  










(µg /g sušiny) 
ergosterol  
(µg /g sušiny) 
RA EMS 8,199 51,945 65,239 1271,396 968,347 
RA K 9,401 53,677 113,010 1394,714 1267,711 
RG EMS 10,649  341,030 3237,087 1204,476 
RG K 6,797  265,930 2704,552 1181,625 
RR EMS 6,026 12,306 124,033 3889,222 1267,191 
RR K 6,026 86,939 328,875 3049,500 1349,993 
CC EMS 8,518  230,856 1628,029 901,777 
CC K 12,472  141,009 798,958 1870,703 
SSc EMS 9,909 35,855 88,450 1187,836 1027,672 
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sušina * 10 (g/l kultury) µg β-kar/g sušiny µg lyk/g sušiny
 
Graf 1: Nárůst biomasy a produkce karotenoidů u selektovaných mutantů ve srovnání s příslušnými 
kontrolami 
 
Z grafu 1 a tabulky 8 je patrné, že produkce individuálních pigmentů se u selektovaných 
mutantů poněkud liší ve srovnání s kontrolními kulturami. Hlavní změny se týkají produkce 
lykopenu, jenž je přímým prekurzorem β-karotenu a rovněž samotného β-karotenu. Obě 
změny mohou znamenat vliv mutace přímo na regiony DNA s geny pro karotenogenezi.Vyšší 
produkce β-karotenu byla dosažena v selektovaných mutantech Rhodotorula glutinis 
a Cystofilobasidium capitatum. 












































































sušina * 100 (g/l kultury) celkove karoteny µg/g sušiny
 










































































sušina * 100 (g/l kultury) µg erg/g sušiny
 
Graf 3: Nárůst biomasy a produkce ergosterolu u mutantů ve srovnání s příslušnými kontrolami 
 
Z grafu  2 a 3 je ve srovnání s kontrolou patrná zvýšená produkce celkových karotenoidů 
i ergosterolu u mutantů druhu Rhodotorula glutinis. Objevil se zde i vyšší nárůst biomasy, 
a to až o 1/3. Zvýšené množství β-karotenuu mutanta představovalo přírůstek cca 20% oproti 
kontrole, což bylo nejvíce ze všech analyzovaných kmenů, a u celkových karotenoidů 
přibližně o 1/6. Avšak u ergosterolu taková odchylka od kontroly nebyla zaznamenána, 
veškeré hodnoty byly jen o něco málo vyšší než u kontroly. 
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U mutantů druhu Cystofilobasidium capitatum došlo ke zvýšené produkci i celkových 
karotenoidů, nejen β-karotenu. Produkce biomasy byla naopak o 1/3 nižší než u kontroly 
a produkce ergosterolu nižší o 1/2.  
Nejvyšší produkce celkových karotenoidů bylo dosaženo u mutantů rodu Rhodotorula 
rubra (cca 3,9 mg/g sušiny), což je cca 1,3x vyšší ve srovnání s kontrolou a dokonce nejvyšší 
ze všech analyzovaných vzorků. Nejvyšší produkce β-karotenu byla dosažena u mutovaného 
kmene Rhodotorula glutinis (0,34 mg/g sušiny). Nárůst biomasy u mutantů druhu 
Rhodotorula rubra byl totožný s kontrolou a produkce ergosterolu byla o něco vyšší 
u kontroly. K vysoké produkci celkových karotenoidů došlo i u mutantů Rhodotorula glutinis 
a obecně u téměř všech mutantů bylo dosaženo určité nadprodukce, pouze s výjimkou druhu 
Rhodotorula aurantiaca. K vyšší produkci ergosterolu došlo pouze u mutantů druhu 
Rhodotorula glutinis, navíc pouze s malou odchylkou oproti kontrole. 
Z dosažených výsledků lze usoudit, že náhodná mutageneze alkylačním činidlem v dané 
koncentraci spíše indukovala u studovaných kvasinkových kmenů vyšší produkci β-karotenu 
a zejména celkových karotenů, než produkci ergosterolu a nárůst biomasy. Z těchto výsledků 
tedy vyplývá, že mutované kvasinky začaly syntetizovat více karotenoidů, ale spíše jiných než 
β-karotenu (více oxidované deriváty torulenu a torularhodinu), u mutantů druhu Rhodotorula 
glutinis a Cystofilobasidium capitatum byla zvýšená produkce i β-karotenu. 
Celkově lze říci, že experiment byl úspěšný především u druhů Rhodotorula glutinis 
s nejvyšší produkcí β-karotenu, dále u druhů Rhodotorula rubra s nejvyšší produkcí 
celkových karotenoidů a u druhu Cystofilobasidium capitatum s vyšší produkcí β-karotenu 
a celkových karotenoidních pigmentů ve srovnání s kontrolou, avšak zde se projevil malý 
nárůst biomasy. Rod Cystofilobasidium je fylogeneticky velmi příbuzný rodu Rhodotorula 
(viz kapitola 2.3.1, str.13), proto se u něj s nejvyšší pravděpodobností objevuje podobný 
výsledek, pouze s menšími výkyvy než u druhů Rhodotorula glutinis a rubra. 
Na druhou stranu rod Sporobolomyces se v tomto případě neukázal příliš vhodný, jelikož 
u něj můžeme vidět produkci biomasy i pigmentů jen s velmi malým rozdílem v porovnání 
s kontrolou. Další zástupce tohoto rodu Sporobolomyces roseus se navíc nemohl k tomuto 
experimentu již dále používat, jelikož se neprojevil žádný nárůst na Petriho miskách po 
vyočkování vzorku kurantních kolonií (viz kapitola 5.1.3.1, str. 52). Naopak nejintenzivnější 
zbarvení médií u kvasinek druhů Rhodotorula glutinis a rubra bylo již patrné v 1. sérii 
kultivace s působením mutagenu (viz kapitola 5.1.3.2, str. 54). 
Případné průmyslové využití mutantů musí však být podloženo rozsáhlými ověřovacími 
studiemi produkčních vlastností a rovněž neporušené molekulární struktury. V další části 
práce bude provedeno testování integrity geonomu mutovaných kmenů pomocí pulzní gelové 
elektroforézy. 
 
5.3. Optimalizace izolace kvasinkové DNA 
Aby bylo dosaženo nejefektivnější analýzy DNA, bylo potřeba optimalizovat její izolaci 
z kvasinkové buňky. K tomuto cíli byly použity různé postupy dezintegrace a samotné izolace 
DNA. Část buněk byla podrobena fenol-chloroformové extrakci DNA a část buněk byla navíc 
homogenizována pomocí skleněných kuliček přidaných k lytickému pufru používaném při 
fenol-chloroformové izolaci. Výsledky měření koncentrace a čistoty izolované DNA jsou 
znázorněny v tabulce 9. Izolace byla provedena z čerstvých buněk z 80. hodiny kultivace 
a ze zmražených buněk z 50. hodiny kultivace. Označení vzorku číslem 1 představuje 
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chloroformovou izolaci bez použití skleněných kuliček a číslo 2 s jejich použitím. Tučně jsou 
zvýrazněny hodnoty, kde byla koncentrace DNA vyšší u homogenizace pomocí skleněných 
kuliček. Postup izolace DNA fenol-chloroformovou extrakcí je uveden v kapitole 4.7.1.1 na 
str. 43. 
 
Tabulka 9: Přehled koncentrace a čistoty DNA izolovanou fenol-chloroformovou extrakcí 
  KONCENTRACE DNA: c (ng/µl) ČISTOTA DNA: A 260/280 
označení 80. hod kultivace 50. hod kultivace 80. hod 50. hod 
CC 1 238 41 1,839 1,976 
CC 2 91 61,2 1,838 1,960 
RG 1 173,5 52 1,800 1,841 
RG 2 194 59,5 1,935 2,000 
RR 1 307 140 1,845 1,993 
RR 2 193 19 1,860 1,854 
RA 1 124 336 1,816 1,807 
RA 2 271 36,3 1,821 2,000 
SSc 1 173 196 1,800 1,867 
SSc 2 264 133 1,875 1,956 
SR 1 84,3 21 1,923 1,800 
SR 2 201 24,8 1,894 1,904 
 
Z následujících hodnot vyplývá, že pro izolaci DNA jsou spíše vhodné čerstvé buňky 
oproti mraženým, což potvrzují vyšší hodnoty koncentrace DNA téměř u všech vzorků z 80. 
hodiny kultivace, kde byly použity k izolaci čerstvé buňky. Jestli je izolace DNA s pomocí 
skleněných kuliček účinnější, nelze jednoznačně prohlásit, jelikož můžeme vidět patřičné 
rozdíly v koncentracích DNA u různých kvasinkových druhů a různých hodin kultivace. 
V některých případech je izolace pomocí skleněných kuliček účinnější, jako např. u druhu 
Rhodotorula glutinis či Sporobolomyces roseus, kde tato skutečnost platila pro obě délky 
kultivace, u jiných lze vidět výrazný pokles množství DNA, jako např. u druhu Rhodotorula 
rubra, opět pro obě kultivace, přičemž u 50. hodiny je tento rozdíl ještě markantnější. Nižší 
koncentrace DNA u izolace skleněnými kuličkami jsou zřejmě zapříčiněny sice možná větší 
mírou dezintegrace buňky, ale zároveň i rozbitím struktury DNA kuličkami. 
DNA izolovaná z buněk  80. hodiny kultivace byla dále analyzována elektromigračními 
metodami, a to jak pomocí horizontální elektroforézy, tak pulzní gelové elektroforézy (viz 
následující kapitola Analýza DNA elektromigračními metodami, konkrétně kapitoly 5.4.1 
a 5.4.2 ). 
 
V další sérii experimentu byly buňky dezintegrovány u každého kmene jiným způsobem. 
Použité buňky byly čerstvé z 80. hodiny kultivace. Jejich DNA byla poté izolována fenol-
chloroformovou extrakcí a její koncentrace a čistota spektrofotometricky změřena. V tabulce 
10 lze vidět přehled postupů dezintegrace buněk u každého kvasinkového kmene, přičemž 
koncentrace použitých enzymů byla 13mg/500 µl. V tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty 
koncentrací izolované DNA. Poměr absorbancí 260/280 nm, vyjadřující čistotu DNA, přístroj 
nejspíše kvůli nízkým koncentracím vůbec nezaznamenal, proto by měly být uvedené hodnoty 
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Tabulka 10: Přehled provedených dezintegrací buněk u kvasinkových kmenů 
kmen postup dezintegrace buněk 
Rhodotorula glutinis LET pufr + inkubace s lytikázou,  
dále rozbíjení buněk acetonem s mořským pískem 
Rhodotorula aurantiaca enzymy lytikáza + proteináza K + β-glukuronidáza + SDS + skleněné 
kuličky, poté aceton s mořským pískem 
Rhodotorula rubra ultrazvuk: 50% vykon, 4 min, 1,5sec/1sec sonda MS73 
znovu ultrazvuk + enzymy lytikáza+proteináza K + β-glucuronidáza 
Lytikáza inkubace 1hod, pak inkubace 4hod a znovu ultrazvuk 
lytikáza přes noc a poté aceton s mořským pískem 
Cystofilobasidium capitatum aceton + skleněné kuličky 
Sporobolomyces shibatanus aceton + skleněné kuličky 
Sporobolomyces roseus aceton + mořský písek 
 
Tabulka 11: Přehled koncentrace DNA po různých způsobech dezintegrace buněk a následné izolaci 
fenol-chloroformovou extrakcí 
kmen koncentrace DNA: c (ng/µl) 
Rhodotorula glutinis 4,75 
Rhodotorula aurantiaca - 
Rhodotorula rubra - 
Cystofilobasidium capitatum 1,5 
Sporobolomyces shibatanus 2,25 
Sporobolomyces roseus 5,0 
 
 
Při měření koncentrace DNA přístroj buď ukazoval velmi nízké hodnoty koncentrací, nebo 
nemohl hodnotu zaznamenat vůbec (tabulka 11).U kmenů, kde byl použit aceton s mořským 
pískem, došlo k dokonalému rozbití buněk, ale nejspíš došlo i ke značné degradaci DNA, 
protože její koncentrace byly okolo 5 ng/µl nebo přístroj hodnotu nemohl vůbec zaznamenat 
(tabulka 11). Skleněné kuličky měly velmi malý efekt na rozbití buněk, a to i v kombinaci 
s enzymy a SDS, což bylo potvrzeno i pod mikroskopem, proto bylo dále použito 
dezintegrace acetonem s mořským pískem. U kmenů, kde byl použit aceton se skleněnými 
kuličkami, by se daly předpokládat koncentrace DNA alespoň tak velké jako v předchozí sérii 
(tabulka 9), ale jeho použití nejspíše degradovalo či rozbilo strukturu DNA, jelikož její 
koncentrace byly opět velmi nízké (tabulka 11). Navíc tyto dezintegrace v kombinaci s fenol-
chloroformovou izolací byly pro udržení struktury DNA asi příliš drastické.  
Velmi nízké koncentrace DNA byly získány i po izolaci komerčním kitem (kapitola 4.1.2), 
a to i po předchozí dezintegraci buněk ultrazvukem. Byly izolovány buňky z 50. hodiny 
kultivace a 80. hodiny kultivace, přičemž u 50. hodiny předcházela samotné izolaci 
dezintegrace ultrazvukem a byla porovnána s běžnou izolací kitem bez předcházející 
dezintegrace buněk. Používaný komerční kit je postaven na chemicko-mechanické 
dezintegraci buněk pomocí kuliček obsažených přímo v rozbíjecích kyvetách, tudíž této 
izolaci nepředcházela zvlášť dezintegrace skleněnými kuličkami, jako to bylo v případě druhé 
části buněk u fenol-chloroformové extrakce. Po dezintegraci byl zpětně z rozbíjecích kyvet 
odebrán vzorek buněčné suspenze a pozorován pod mikroskopem. Na morfologii buněk se 
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však neprojevily žádné změny, nebo jen velmi nepatrné. Proto také izolovaná DNA měla 
velmi nízké koncentrace, které z velké čássti nemohl přístroj ani zaznamenat. Jak se tedy 
ukázalo, lytické pufry v kombinaci se skleněnými kuličkami v komerčním kitu nejsou 
využitelné k dezintegraci těchto karotenogenních kvasinkových buněk kvůli jejich velmi 
odolné buněčné stěně.  
Ze získaných snímků na obrázku 17 na str. 48 , kde jsou znázorněny morfologické změny 
buněk  po dezintegraci ultrazvukem, by se mohlo zdát, že tato metoda přispěla k lepší izolaci 
DNA. Avšak na mikroskopickém snímku není zcela patrná dezintegrace buněčných stěn. 
Došlo pouze ke změně tvaru jednotlivých buněk z původně kulatých na srpkovité. Tudíž 
nejspíše k rozrušení buněk nepřispělo ani použití komerčního kitu a nedošlo k účinné izolaci 
DNA. 
 
Dále byl také pozorován vliv samotného enzymu lytikázy na dezintegraci všech 
analyzovaných druhů kvasinkových buněk, jelikož tato inkubace s enzymem pak probíhá 
v agarózových bločcích potřebných k pulzní gelové elektroforéze. Morfologické změny po 
inkubaci s lytikázou přes noc jsou znázorněny na obrázku 18, str. 49, kde lze vidět největší 
míru dezintegrace (asi z 80 %) u kvasinkových druhů Rhodotorula rubra a Sporobolomyces 
roseus. U zbývajících druhů došlo k rozbití buněk asi  jen z 30 %, protože lze stále ještě 
pozorovat u většiny neztenčené buněčné stěny. 
K dezintegraci a následné izolaci DNA kvasinkových karotenogenních kmenů se tedy 
v provedených testech ukázala jako nejlepší metoda enzymatická dezintegrace lytikázou, 
které se také využívá při izolaci DNA pro pulzní gelovou elektroforézu v agarózových 
bločcích (viz kapitola 2.9.1.2 na str. 29 a 4.7.2 na str. 43). Acetonem s mořským pískem 
dochází k dokonalému rozrušení buněk, ale zároveň i k poškození jejich DNA.  
  
5.4. Analýza DNA elektromigračními metodami 
5.4.1. Analýza DNA po fenol-chloroformové izolaci horizontální elektroforézou 
Za účelem orientačního ověření získaného množství DNA byla provedena analýza DNA 
pomocí horizontální elektroforézy. Postup metody i příprava vzorků je uvedena v kapitole 
4.7.3.1 na str. 44. Tato DNA byla izolována z čerstvých buněk 80. hodiny kultivace fenol-
chloroformovou extrakcí s tím, že část buněk byla homogenizována přidáním skleněných 
kuliček do lytického pufru (viz kapitola 5.3). Výsledný elektroforegram a pořadí nanesených 
vzorků lze vidět na obrázku 27. Na obrázku 28 jsou znázorněny používané standardy. 
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    1    2    3   4    5    6    7    8    9  10  11  12  13  14 
 
Obrázek 27: Analýza DNA horizontální gelovou elektroforézou po fenol-chloroformové extrakci 
 + pořadí nanesených vzorků 
 
 
a)        b)  
Obrázek 28: a) Yeast chromosome standard  b) Standard λ Eco T14 Bg II digest  [70, 71] 
 
Jak lze pozorovat z obrázku 27 a 28, standard λ Eco T14 Bg/ II digest je relativně vhodný 
pro analýzu DNA horizontální elektroforézou, avšak ne k porovnávání se vzorky kvasinkové 
DNA, jelikož jeho největší fragment má velikost 22 kb, kdežto nejmenší fragment kvasinkové 
DNA okolo 200 kb. Navíc horizontální elektroforéza trvala asi 3 hodiny a za tu dobu se 
nemůže účinně kvasinková DNA rozdělit. Tento experiment byl spíše proveden ke zjištění 
dostatečné koncentrace DNA ve vzorku. 
U vzorků na elektroforegramu (obrázek 27) lze vidět nejspíše splynutí všech fragmentů do 
jedné zóny. U druhů S. shibatanus, R. aurantiaca můžeme vidět stejné velikosti fragmentů, 
a to u obou způsobů izolace (vzorky 9-12), společně se vzorky homogenizace kuličkami 
u druhů R. glutinis a R. rubra (vzorky 6,8). O něco menší velikosti než v předchozích 
případech můžeme pozorovat u druhů C. capitatum a S. roseus u obou způsobů izolace 
1. λ Eco T14 Bg/ II digest 
2. Yeast chromosome standard 
3. C. capitatum 
4. C. capitatum  homog. kuličky 
5. R. glutinis 
6. R. glutinis  homog. kuličky 
7. R. rubra 
8. R. rubra homog. kuličky 
9. R. aurantiaca 
10. R. aurantiaca homog. kuličky 
11. S. shibatanus 
12. S. shibatanus homog. kuličky 
13. S. roseus 
14. S. roseus homog. kuličky 
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(vzorky 3, 4 a 13, 14). Naopak fragmenty R. glutinis a R. rubra bez homogenizace kuličkami 
(vzorky 5, 7) mají největší velikost. 
 
5.4.2. Analýza genomu karotenogenních kvasinek metodou PFGE 
5.4.2.1. Analýza DNA po fenol-chloroformové izolaci metodou PFGE 
Analýza DNA metodou PFGE byla provedena vzápětí po analýze stejných vzorků 
metodou horizontální gelové elektroforézy. Vzorky byly opět smíchány se sacharózou, jako 
tomu bylo i v případě horizontální elektroforézy (viz kapitola 4.7.3.1). DNA byla izolována 
z čerstvých buněk 80. hodiny kultivace fenol-chloroformovou extrakcí s tím, že část buněk 
byla homogenizována skleněnými kuličkami v lytickém pufru (viz předchozí kapitola 5.4.1). 
Výsledný elektroforegram a pořadí nanesených vzorků lze vidět na následujícím obrázku 29. 
 
 
Obrázek 29: PFGE 1% gel, 0,08 M TBE, 162 V, 24 hod; 20+60+80+110 s, 2+4+8+10 hod 
  
Z obrázku 29 je patrné, že izolace DNA fenol-chloroformovou extrakcí není vhodným 
postupem pro pulzní gelovou elektroforézu. Pokud chceme analyzovat kvasinkový genom, je 
nutné použít metodu PFGE s předcházející izolací DNA v bločcích, jelikož kvasinkové 
chromozomy dosahují velkých velikostí a při fenol-chloroformové extrakci dojde k porušení 
intaktnosti jejich DNA.  
 
1. λ Eco T14 Bg II digest 
2. Yeast chromosome standard 
3. C. capitatum 
4. C. capitatum  homog. kuličky 
5. R. glutinis 
6. R. rubra homog. kuličky 
7. R. rubra  
8. R. aurantiaca 
9. R. aurantiaca homog. kuličky 
10. S. shibatanus 
11. S. shibatanus homog. kuličky 
12. S. roseus 
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5.4.2.2. Optimalizace analýzy DNA metodou PFGE a analýza chromozomů 
modelových kvasinek 
Pro analýzu genomu je třeba podmínky PFGE separace nejprve optimalizovat. K analýze 
byla použita metoda pulzní gelové elektroforézy CHEF, která byla v rámci předložené 
diplomové práce optimalizována s cílem dosáhnout co nejlepší separace kvasinkových 
chromozomů. Postup metody i příprava vzorků je uvedena v kapitole 4.7.3.2 na str. 44. 
K optimalizaci podmínek byly využity agarózové bločky připravené i z jiných druhů 
kvasinek, jako jsou Sporobolomyces salmonicolor (SSa), Phafia rhodozyma (PR), 
Sacharomyces cerevisiae (SC) a jiný kmen druhu Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2. 
 
 
Obrázek 30: PFGE 1,2 % gel, 0,05 M TBE, 162 V,  30 + 80 + 120 s, 6+8+10 = 24 hod ; 
pořadí vzorků 
 
U všech vzorků kromě 2, 4 lze vidět 1. fragment představující největší chromozom 
o velikosti 1900 kb a o velikosti 1640 kb (obrázek 30). Kmen C. capitatum CCY 10-1-1 je 
rozdělen do 5 fragmentů, kdežto u kmene CCY 10-1-2 došlo nejspíše k degradaci DNA, 
jakožto i u druhu R. glutinis. Chromozomy kmenů C.capitatum CCY 10-1-1 
a Sporobolomyces salmonicolor jsou separovány v rozmezí velikostí fragmentů nejspíše od 
555 kb až 1900 kb (viz obrázek 28 standard Yeast chromosome na str. 63). Toto rozdělení je 
patrné i u vzorku 7 (RR), avšak ne tak ostře. Velikost posledního fragmentu u těchto vzorků 
nelze jednoznačně určit kvůli nepříliš ostrému rozdělení standardu. U vzorků 5, 6, 8 lze vidět 
především 1. fragment, přičemž u kvasinkových druhů v linii 5 a 6 jsou patrné i následující 
fragmenty, ale nejsou dobře rozlišitelné, protože u nich pravděpodobně došlo k částečné 
degradaci DNA. Z výsledků této separace není zcela zřejmé, zda jsou kvalitně rozděleny 
1. Yeast chromosome standard 
2. R. glutinis (RG) 
3. C. capitatum CCY 10-1-1 
4. C. capitatum CCY 10-1-2 
5. S. roseus (SR) 
6. R. aurantiaca (RA) 
7. R. rubra (RR) 
8. S. shibatanus (SSc) 
9. S. salmonicolor (SSa) 
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všechny chromozomy karotenogenních kvasinek, poněvadž jejich genom nebyl dosud popsán 
a počet chromozomů není znám. Bylo tedy nutné provést další testovací experimenty. 
 
 
Obrázek 31: PFGE 1% gel, 0,08 M TBE, 162 V,  70s + 120s,  15 + 11 = 26 hod,  
pořadí vzorků: Yeast chromosome standard, RG, CC 10-1-1, SR 
 
Při podmínkách analýzy, jejíž elektroforegram je znázorněn na obrázku 31, došlo jak 
k ostřejšímu rozdělení standardu, tak i některých analyzovaných vzorků. Navíc u druhu 
R. glutinis můžeme již vidět alespoň 1. fragment, což pravděpodobně značí ne vždy stejnou 
koncentraci DNA v každém bločku. Také došlo k lepšímu rozdělení fragmentů u druhu 
R. roseus a k ostřejší vizualizaci fragmentů u kmene C. capitatum CCY 10-1-1.  
Při porovnání s předchozím elektroforegramem lze již jasněji vidět, že 1. fragment vzorků 
odpovídá spíše druhému fragmentu standardu o velikosti 1120 kb + 1100 kb. Dále můžeme 
vidět ostré poslední 2 fragmenty o velikostech 610 a 555 kb u kmene C. capitatum CCY 10-1-
1, tudíž lze potvrdit předchozí odhad jejich velikosti. Toto rozdělení je nejasně patrné 
i u druhu S. roseus.  
Lepší výsledky jsou nejspíše způsobeny změnou koncentrace agarózového gelu z 1,2% na 
1% a změnou koncentrace TBE pufru z 0,05 M na 0,08 M. Dále výsledek mohlo ovlivnit 
i vynechání krátkého pulzního času 30s. 
 
V dalším textu bude prezentována série experimentů zaměřených na vliv různých 
podmínek pro čas běhu 31 hodin a koncentraci agarózového gelu 1,4%. 
 
1. 0,05 M TBE, 162V, 30+60+90+120 s; 3+5+10+13 hod = 31 hod 
 
Pořadí vzorků obrázku 32 je stejné jako u obrázku 30, pouze bločky druhu S. salmonicolor 
byly vyměněny za bločky R. glutinis a C. capitatum CCY 10-1-1 připraveny v jiné dny. 
Z elektroforegramu lze vidět nepříznivou kombinaci podmínek, jelikož většina fragmentů 
je velmi neostrá a rozmazaná a dokonce ani rozdělení standardu není ostré, což je nejspíše 
způsobeno nevhodnou volbou pulzních časů a jejich dobou působení. 
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Obrázek 32: PFGE 1,4% gel, 0,05 M TBE 162 V, 31 hod 
 
2. 0,05 M TBE, 174 V, 20+60+80+100+120 s; 2+3+8+8+10 hod = 31 hod 
 
 
Obrázek 33: PFGE 1,4% gel, 0,05 M TBE 174 V, 31 hod; pořadí vzorků 
 
Na obrázku 33 lze vidět daleko lepší rozdělení chromozomů než u předchozího případu. 
Velikosti chromozomů jsou uvedeny v kb a můžeme vidět, že dosahují minimální velikosti 
555 kb, kromě kvasinky SC, což je však druh Sacharomyces cerevisiae, ze které je izolována 
i DNA komerčního standardu. Této kvasinky bylo využito ke zjištění správné funkčnosti 
přístroje a k ověření standardu. Dále byla také analyzována nová kvasinka PR, což je 
karotenoidní kvasinkový druh Phaffia rhodozyma (popis viz kapitola 2.3.1). Označení 




3. CC ( CCY 10-1-1) 
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provedené v jiném časovém období. U vzorků RG1 a RG2 lze pozorovat, jak je DNA velmi 
náchylná k degradaci, protože v případě vzorku RG1 je v jeho linii rozmytá široká zóna, 
kdežto u vzorku RG2 je patrný alespoň 1 fragment a nerozmytá linie. 
Při těchto podmínkách se podařilo také rozdělit DNA obou kmenů C. capitatum, CCY   
10-1-1 a 10-1-2, přičemž lze vidět na tomto snímku totožné fragmenty obou kmenů. Zvolené 
podmínky separace lze tedy prohlásit za přijatelné, avšak ne zcela vyhovující, jelikož nebylo 
dosaženo příliš ostrých zón. 
 
3. 0,08 M TBE, 174 V, 20+60+80+100+120 s; 2+3+8+8+10 hod = 31 hod 
 
V tomto experimentu byla oproti oběma předchozím případům změněna pouze 
koncentrace elektroforetického pufru z 0,05 M na 0,08 M a lze vidět ostřejší rozlišení 
fragmentů téměř u všech vzorků kromě 6, 7, 8 (obrázek 34), u kterých se však rozlišení od 
předchozího snímku příliš nezměnilo. Pro konečnou srovnávací analýzu byla tedy používána 
koncentrace TBE 0,08 M místo 0,05 M. Pořadí vzorků bylo téměř totožné s předchozím 
bodem kromě umístění druhů RG1 a RG2 vedle sebe do 2. a 3. jamky. Opět fragment RG2 
byl patrný, ale jen velmi slabě jako v předchozím bodě. 
 
 
Obrázek 34: PFGE 1,4% gel, 0,08 M TBE 174 V, 31 hod; pořadí vzorků 
 
 
Z předchozích sérií analýz tedy vyplývají nejvhodnější podmínky pro separaci kratších 
kvasinkových fragmentů DNA s koncentrací elektrodového TBE pufru 0,08 M, napětím     
162 - 174 V, spíše 1% agarózový gel, rozsah pulzních časů 20 až 120 s a čas běhu 24 až 
31 hodin.  
 
Dále byla provedena analýza k rozdělení větších chromozomů, tudíž byl použit delší čas 
běhu 95 hodin. Následující výsledek a přesné vymezení pulzních časů a velikosti elektrického 
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Obrázek 35: PFGE 1% gel, 0,08 M TBE, 162 V, 95 hod, pořadí vzorků, délka pulzních časů  
a velikost elektrického napětí v jednotlivých fázích analýzy 
 
Z obrázku 35 lze vidět u druhu C. capitatum rozdělení chromozomů o velikosti cca 
1120 kb a chromozomu o velikosti cca 1100 kb, které se však objevují u standardu jako 
1 zóna, na dalších 6 menších fragmentů o velikostech cca 1100 až 900 kb. Chromozomy 
o velikosti 1900 kb a 1640 kb, které jsou opět spojeny u standardu v 1 fragment, byly 
rozděleny na 2 menší fragmenty. Toto rozdělení je velmi slabě patrné i u druhu R. aurantiaca, 
jelikož jednotlivé frakce jsou velmi neostré. Dále došlo nejspíše u C. capitatum k separaci 
chromozomu o velikosti 945 kb, jelikož tento fragment není přítomen a místo něj je vidět 
nejspíše fragment o velikosti 915 kb a o něco menší fragment v rozmezí velikostí 915 kb 
a 815 kb. Jestli došlo k rozdělení i dalších menších fragmentů není patrné, jelikož zóny 
standardu u chromozomů o velikostech mezi 815 až 555 kb nejsou dostatečně ostré 
k identifikaci. 
Podmínky 1% gel, 0,08 M TBE, 162 V, čas běhu 95 hodin s nastavenými pulzními časy 
dle tabulky u obrázku 35 se projevily jako velmi vhodné pro separaci větších kvasinkových 
chromozomů o velikostech 1900 kb až 815 kb. Jak se již ukázalo v předchozích kratších 
analýzách, chromozomy analyzovaných karotenoidních kvasinek mají velikosti od cca 1900 
do 555 kb, není tedy potřeba vidět celou délku standardu, neboť velikost jeho nejmenšího 
fragmentu je 225 kb. Pro názornější analýzu by byla vhodná kratší doba běhu, aby celý 
standard mohl být zaznamenán. Proto byla pro srovnávací analýzu předložených 
karotenogenních kvasinek vybrána doba běhu 85 nebo 75 hod.  
1. Yeast chromosome standard 
2. R. glutinis 
3. C. capitatum CCY 10-1-1 
4. S. roseus 
5. R. aurantiaca 
č. fáze pulzní čas  el. napětí 
1. 150 s 15 hod 162 V 
2. 200 s 20 hod 162 V 
3. 250 s 20 hod 108 V 
4 300 s 20 hod 108 V 
5. 500 s 20 hod 108 V 
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5.4.2.3. Srovnávací analýza karyotypů karotenogenních kvasinek 
Byly provedeny srovnávací analýzy DNA metodou PFGE u sérií kultivací buněk z 50. 
a 80. hodiny pro zjištění, která doba kultivace je k analýze DNA vhodnější. K izolaci DNA 
byly použity čerstvé buňky, a to 3-krát větší množství buněk z 50. hodiny kultivace a 5-krát 
větší množství buněk z 80. hodiny kultivace. Vyšší množství buněk byla použita ke zvýšení 
výtěžku DNA ve vzorku. Srovnávací analýza byla provedena s následujícími šesti 
kvasinkovými kmeny:  
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 (RG), Rhodotorula rubra CCY 20-7-31 (RR), 
Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7 (RA), Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 (CC), 
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 (SR) a Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3 (SSc).  
Podmínky společné všem analýzám byly: 1% agarózový gel, koncentrace TBE pufru 
0,08 M, napětí 162 V , přičemž u delších časů běhu při vyšších pulzních časech 108 V (viz 
tabulky dále 12 a 13). 
 
  
Obrázek 36: PFGE 24 hod, 20+60+80+110 s, 2+4+8+10 hod, vzorky z 80. hodiny kultivace;  
pořadí vzorků 
 
Pro zjištění přítomnosti DNA ve vzorku byla nejdříve provedena krátká analýza s časem 
běhu 24 hodin. Na obrázku 36 však můžeme vidět pouze první fragmenty vzorků a špatné 
rozdělení standardu, což mohlo být zapříčiněno krátkou dobou analýzy či stářím standardu, 
jelikož při dřívějších analýzách za podobných podmínek došlo k rozdělení standardu daleko 
více (obrázek 30). 
Jelikož byla zjištěna chyba ve standardu, byla vyzkoušena i vhodnost jiných standardů pro 
metodu pulzní gelové elektroforézy. Čas běhu byl zvolen opět 24 hodin, pouze byly přidány 
vzorky některých kmenů, u kterých byla provedena izolace DNA v bločcích zkrácenou 
metodou (agarózové bločky byly v roztoku NDS pouze 24 hod namísto 48 hod). Tyto vzorky 
jsou označeny symbolem B. Přehled analýzy je znázorněn na obrázku 37. 
 











Obrázek 37: PFGE 24 hod, 20+60+80+110 s, 2+4+8+10 hod, vzorky z 80. hodiny kultivace; 
pořadí vzorků 
 
Jak lze vidět z obrázku 37, standard Schizosacaromyces pombe není vhodný na krátké 
analýzy, jelikož nedošlo k jeho rozdělení. Standard λ DNA ladders by měl dosahovat 
18 fragmentů o velikosti 48,5 kb do 873 kb (viz kapitola 4.1.4 na str. 37). Tudíž by 
1. fragment tohoto standardu měl mít velikost 873 kb, což znamená, že by i 1. fragmenty 
vzorků měly mít velikost 873 kb, z čehož lze usoudit, že největší fragmenty od od 915 do 
1900 kb zůstaly v jamce a gelem vůbec neputovaly. Mohly zůstat částečně zachyceny 
i v první frakci DNA. Tím pádem poslední fragment by měl mít podle standardu Yeast 
chromosome z obrázku 28 a se srovnáním elektroforegramů na obrázku 31 a 33 velikost 610 
či 555 kb, což by i odpovídalo ke standardu λ DNA ladders. Po srovnání vzorků izolovaných 
kratší metodou (označení B) se vzorky izolovaných standardní metodou můžeme vidět rozdíl 
v intenzitě fragmentů. U vzorků izolovaných standardní metodou jsou zóny intenzivnější než 
u vzorků se zkrácenou izolací. Je tedy možné, že nedošlo k dostatečnému přečištění DNA od 
proteinů, a proto jejich přítomnost brání vizualizaci samotné DNA. 
Dále byla provedena analýza opět z 80. hodiny kultivace, ale čas běhu byl zvolen na 
základě provedené optimalizace (obrázek 35 na str. 69) na 85 hod. Přesné podmínky analýzy 
jsou uvedeny v tabulce Tabulka 12. Výsledný snímek s pořadím vzorků lze vidět na obrázku 
38. Jelikož již nebyl k dispozici Yeast chromosome standard pro PFGE, byl vzhledem k délce 
analýzy a snímku na obrázku 37 zvolen standard chromozomů Schizosaccharomyces pombe. 
Ten se však neosvědčil jako příliš vhodný k těmto podmínkám analýzy, protože u něj došlo 
k separaci pouze do 2 fragmentů. Tento standard se spíše užívá k analýze větších 
chromozomů o velikosti 3,5 - 5,7 Mb (viz kapitola 2.10.1 na str. 30), a proto je potřeba k jeho 
dostatečnému rozdělení i delší čas běhu. Analýza vzorků byla tedy hodnocena částečně dle 
klasického standardu pro PFGE Yeast chromosome a částečně pomocí kombinace standardů 
S.pombe a PFGE DNA ladder.  Označení u vzorků číslem 2 znamená vzorek stejného kmene 
1.Standard 
Schizosaccharomyces pombe 
2. Standard λ DNA ladders 
3. Yeast chromosome standard 
4. RG (B) 
5. RG 
6. CC (B) 
7. CC 
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při izolaci DNA v jiném časovém období. U těchto vzorků bylo k izolaci použito pětkrát více 
buněk než u běžného postupu izolace DNA, u vzorků bez označení třikrát více buněk. 
Při dlouhodobé analýze, jak je patrné z obrázku 38, již můžeme rozlišit jednotlivé kmeny, 
což u krátkodobé analýzy nebylo téměř možné. První 3 kmeny jsou viditelně rozděleny, 
kdežto ostatních 6 z jiného časového úseku a s pětkrát vyšším počtem buněk než u běžného 
postupu izolace DNA naznačuje, že struktura chromozomů v jejich bločcích byla velmi 
porušena až degradována a došlo k fragmentaci. Zmíněná degradace byla nejspíše způsobena 
delším ponecháním bločků v roztoku NDS. U vzorků RG2 a CC2 poslední 4 fragmenty vidět 
jsou, ale jen velmi slabě, což značí malou koncentraci DNA ve vzorku.  
Podrobný popis analýzy DNA izolované z buněk kultivovaných do 80. hodiny je uveden 
společně s popisem analýzy DNA z 50. hodiny u dalšího snímku 39.  
 
  
Obrázek 38: PFGE 85 hod, vzorky z 80. hodiny kultivace; pořadí vzorků 
 









Na inverzním snímku na obrázku 39 můžeme pozorovat vyhovující separaci DNA vždy 
alespoň u jednoho ze dvojice vzorků 50. a 80. hodiny kultivace. Při zvoleném čase běhu 
PFGE vidíme sice rozdělení celého standardu, ale nedošlo u vzorků k takovému rozdělení 
největšího fragmentu o velikosti 1900 kb, jako u délky běhu 95 hodin (obrázek 35., str. 69). 






5. RG 2 
6. CC 2 
7. RA 2 
8. SSc 2 
9.RR 2 
10. SR 2 
číslo fáze pulzní čas  elektrické napětí 
1. 150 s 15 hod 162 V 
2. 200 s 20 hod 162 V 
3. 250 s 20 hod 108 V 
4 300 s 20 hod 108 V 
5. 500 s 10 hod 108 V 
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Vzorky stejného druhu s různou dobou kultivace se liší pouze v intenzitě zón, nikoliv 
v separaci. K podrobnému popisu analýzy bylo použito snímku standardu na obrázku 28, 
str. 63 a následujících analýz. Druh Sporobolomyces shibatanus 80. hodiny kultivace byl 
porovnáván se vzorkem 10 na následujícím obrázku 40, jelikož na obrázku 39 lze u tohoto 
druhu 50. hodiny kultivace vidět pouze rozmytá linie, což poukazuje opět na skutečnost ne 
vždy stejné koncentrace DNA v jednotlivých bločcích. 
U druhu Rhodotorula glutinis se 2. největší fragment rozdělil na cca 6 dalších menších 
fragmentů, dále můžeme vidět splynutí dvou fragmentů o velikostech 915 a 815 kb do jedné 
zóny. Další frakce je mezi fragmenty 745 kb a 680 kb, pak následuje frakce na úrovni pod 
680 kb a splynutí zóny dvou fragmentů o velikosti 610 a 555 kb. 
U druhu Sporobolomyces roseus můžeme vidět fragment navíc oproti druhu R. glutinis 
mezi největším fragmentem (1900 kb) a 2. největším (1120). Tato frakce bude mít tedy 
nejspíš velikost 1640 kb, jelikož fragmenty 1900 kb a 1640 kb jsou ve standardu skryty 
v 1 zóně; zde ale mohlo dojít k jejich rozdělení. Další fragment zhruba uprostřed linie má dle 
standardu Yeast chromosome nejspíše velikost 945 kb a poslední 2 fragmenty velikosti 745 
a 680 kb.  
U druhu Sporobolomyces shibatanus lze vidět některé úplně jiné fragmenty než u druhu 
R. glutinis a S. roseus. Druhý fragment u tohoto druhu je poněkud níže než tyto fragmenty 
u RG a SR, tudíž má velikost menší než 1120 kb. Je tedy možné, že by to mohl být fragment 
o velikosti 1100 kb, jelikož tato frakce je spojena u standardu společně s fragmentem 1120 kb 
do 1 zóny. Nebo mohlo dojít k rozdělení chromozomu o velikosti 1120 kb na cca 5 až 6 
menších fragmentů, kde je tento fragment zahrnut. Dále se nachází fragment o velikosti mezi 
815 a 745 kb a poté vidíme rozmazanou zónu; nejspíše splynutí několika fragmentů, následně 
fragment o velikosti něco menší než u druhu R. glutinis, který je na úrovni pod 680 kb. 
U posledních 2 zón nedošlo k příliš ostré vizualizaci fragmentů a zastupují nejspíše 
chromozomy o velikostech 610 kb a s největší pravděpodobností o něco menší než 555 kb.  
 
 




2. RG 50. hod 
3. RG 80. hod 
4. SR 50. hod 
5. SR 80. hod 
6. SSc 50. hod 
7. SSc 80. hod 
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Dále následovala analýza genomu zbývajících 3 druhů z 50. hodiny kultivace společně 
s těmi předchozími, také z 50. hodiny, pouze čas běhu byl zvolen na 75 hodin. Přesné 
podmínky analýzy jsou uvedeny v tabulce Tabulka 13 a výsledný elektroforegram na obrázku 
40. Vzorky 2-4 jsou ze zmražených buněk z 80. hodiny kultivace a vzorky 5-10 z čerstvých 
buněk z 50. hodiny kultivace. Jak tedy můžeme vidět z následujícího snímku, pro izolaci 
a analýzu DNA jsou mnohem vhodnější čerstvé buňky než mražené, což bylo potvrzeno 
i v kapitole 5.3. na str. 59 při spektrofotometrickém měření koncentrace DNA izolované 
z čerstvých a mražených buněk fenol-chloroformovou extrakcí (viz tabulka 9). Podrobný 
popis analýzy DNA bude tedy proveden jen u vzorků 5-10. 
U druhů Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus byly 
potvrzeny výsledky  diskutované již u předchozího snímku, proto bude v dalším textu uveden 
podrobný rozbor výsledků PFGE analýzy u zbývajících 3 druhů Rhodotorula aurantiaca, 
Cystofilobasidium capitatum a Rhodotorula rubra. 
 
  
Obrázek 40: PFGE, 75 hod, vzorky z 50. hodiny kultivace a zmražené z 80. hodiny kultivace; 
pořadí vzorků 
 








U druhu Rhodotorula aurantiaca se 2. největší fragment rozdělil na cca 5 až 6 dalších 
menších fragmentů, některé mají jinou velikost než u druhu R. glutinis. Další zóny jsou 
1. Yeast chromosome standard 
2. RG zmražené 
3. RA zmražené 







číslo fáze pulzní čas  velikost el. napětí 
1. 150 s 15 hod 162 V 
2. 200 s 20 hod 162 V 
3. 250 s 20 hod 108 V 
4 300 s 20 hod 108 V 
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poněkud rozmazané, ale dalo by se usuzovat na přítomnost fragmentu o velikosti 785 až 
745 kb a dále fragmentu velikosti 555 kb. 
Druh Cystofilobasidium capitatum můžeme především srovnávat se snímkem z kapitoly 
5.4.2.2., konkrétně obrázkem 35 (str. 69) s dobou běhu 95 hodin. Na předchozím snímku 40 
vidíme 1. největší fragment jako u všech ostatních kmenů, ale zároveň i fragment o velikosti 
1120 a 1100 kb a dalších cca 5 menších fragmentů. Přitom poslední z těchto pěti je o něco 
větší než u druhu R. glutinis. Dále se na snímku nachází asi 3 fragmenty o velikostech 915 až 
785 kb, u kterých však nedošlo k rozdělení ani na snímku 35. Za nimi následuje fragment 
o velikosti 680 kb a poslední asi 2 nebo jen 1 fragment o velikosti 555 kb. 
Jednotlivé zóny druhu Rhodotorula rubra nejsou příliš ostré, ale můžeme zde vidět 
podobný profil jako u druhu S. roseus, a to přítomnost fragmentu o velikosti 1640 kb, který je, 
jak už bylo řečeno, jinak spojen u standardu do 1 zóny společně s fragmentem 1900 kb. Dále 
můžeme pozorovat fragment nejspíše o velikosti 1100 kb jako u druhu C. capitatum a také 
podobné rozdělení do menších cca 5 fragmentů. Poslední cca 3 až 4 frakce jsou v rozmezí 
velikostí 915 až 555 kb.  
Obecně elektroforegram druhu R.rubra se zdá v mnohém velmi podobný elektroforegramu 
druhu C. capitatum. Bohužel jsou však jeho zóny velmi neostré, takže tato hypotéza nemůže 
být s jistotou potvrzena. 
Zajímavým zjištěním z PFGE srovnávací analýzy je skutečnost, že takřka všechny 
analyzované kvasinkové druhy mají nejmenší chromozom o velikosti okolo 555 kb 
s výjimkou druhu Sporobolomyces roseus, jehož nejmenší chromozom dosahuje velikosti 
zhruba 680 kb. Dále bylo zjištěno, že vzorky stejného druhu s různou dobou kultivace se liší 
pouze v intenzitě zón, nikoliv v sestavě fragmentů, tudíž u analýzy DNA kvasinkových 
kmenů pravděpodobně zásadně nezáleží na jejich době kultivace. Množství buněk doporučené 
k izolaci DNA z karotenogenních kvasinek je vyšší než u běžných postupů pro S.cerevisiae. 
 
5.4.2.4. Analýza chromozomů mutantů vybraných kvasinek  
Po mutagenezi alkylačním činidlem EMS a po selekci a následné kultuvaci mutantních 
kmenů v kapalném médiu byla provedena PFGE analýza DNA z těchto buněk po 50. hodině 
kultivace. K izolaci DNA bylo odebráno 3-krát větší množství buněk a popis tohoto 
experimentu je uveden v kapitole 4.4.5, str. 40. Morfologické změny mutantních buněk jsou 
uvedeny  v kapitole 5.1.3 na str. 49.  
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Obrázek 41: PFGE, 1% gel, 0,08 M TBE, 162 V, 85 hod; pořadí vzorků 
 
Na snímku 41 lze vidět pouze dobře rozdělený standard a kvasinkový druh C. capitatum 
v linii 4 a 5. Ostatní vzorky patrně obsahují příliš malou koncentraci DNA. Srovnáním 
mutantu druhu C. capitatum s kontrolou lze pozorovat identické fragmenty v obou liniích, což 
může mít vysvětlení buď v tom, že selektovaný kmen neměl mutaci, případně  tak nepatrným 
projevem mutace, že není pozorovatelná při použitých podmínkách PFGE analýzy. Je 
pravděpodobné, že k detekci mutace metodou PFGE by musela být použita restrikční analýza 















1. Yeast chromosome standard 
2. SSc EMS 
3. SSc kontrola 
4. CC EMS 
5. CC kontrola 
6. RG EMS 
7. RG kontrola 
8. RR EMS 
9. RR kontrola 
10. RA EMS 
  77  
6. DISKUSE 
V první části předložené diplomové práce bylo provedeno několik sérií optimalizačních 
experimentů zaměřených na dezintegraci karotenogenních kvasinkových buněk, izolaci DNA 
a její analýzu pulzní gelovou elektroforézou. Další část se zabývala srovnávací analýzou 
karyotypů předložených šesti karotenogenních kvasinkových kmenů a závěrečná část 
sledovala vliv alkylačního mutagenu ethyl esteru kyseliny methansulfonové (EMS) na nárůst 
biomasy a morfologické změny buněk, produkci karotenoidů a ergosterolu a na změnu 
genotypu produkčních kmenů. 
Optimalizace dezintegrace buněk k účinné izolaci DNA byla provedena pomocí 
ultrazvuku, acetonu s mořským pískem či skleněnými kuličkami, pouze skleněnými kuličkami 
s kombinací lytického pufru a nakonec enzymaticky v kombinaci s SDS nebo bez něj. 
K rozbití kvasinkových buněk bez porušení struktury DNA se ukázala jako nejvhodnější 
metoda enzymatická dezintegrace lytikázou. Aceton s mořským pískem sice buňky dokonale 
rozruší, ale zároveň i poškodí jejich DNA. Ostatní uvedené metody výrazné dezintegrace 
buněk nedosáhly. 
K izolaci DNA byly použity čerstvé i mražené buňky z 80. a 50. hodiny kultivace. 
Provedené experimenty ukázaly, že k izolaci jsou vhodnější čerstvé buňky oproti mraženým, 
což potvrzovaly vyšší hodnoty koncentrací DNA. Výběr 50. nebo 80. hodiny kultivace příliš 
hodnotu naměřené koncentrace neovlivnil. 
DNA byla izolována fenol-chloroformovou extrakcí, pomocí komerčního kitu Ultra Clean 
Microbial DNA Isolation Kit a v agarózových bločcích pro pulzní gelovou elektroforézu. 
K rozrušení buněk a následné izolaci DNA se ukázala jako nejvhodnější enzymatická 
dezintegrace lytikázou a následná izolace DNA v agarózových bločcích. Izolace kitem 
nezajistila dostatečné rozbití buněk, proto izolovaná DNA měla velmi nízké koncentrace, 
které mnohdy nebylo možné ani zaznamenat. Jak se tedy ukázalo, lytické pufry v kombinaci 
se skleněnými kuličkami v komerčním kitu nejsou využitelné k dezintegraci předložených 
karotenogenních kvasinkových buněk kvůli jejich velmi odolné buněčné stěně. Izolace fenol-
chloroformovou extrakcí byla více úspěšná, avšak nevhodná k následné PFGE analýze DNA, 
jelikož kvasinkové chromozomy dosahují velkých velikostí a při extrakci dochází k porušení 
intaktnosti jejich DNA. 
Optimalizace analýzy DNA byla provedena za účelem nalezení vhodných podmínek k co 
nejúčinnější separaci kvasinkových chromozomů. Na základě provedených sérií experimentů 
byly zvoleny tyto podmínky: 1% agarózový gel, 0,08 M TBE pufr, napětí při nižších pulzních 
časech 162 V a při vyšších 108 V a čas běhu 75 až 85 hodin. 
 
Další část diplomové práce byla zaměřena na srovnávací analýzu karyotypů předložených 
šesti kvasinkových karotenogenních kmenů 50. a 80. hodiny kultivace. Analýza byla 
provedena metodou pulzní gelové elektroforézy a týkala se těchto kvasinkových kmenů: 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33, Rhodotorula rubra CCY 20-7-31, Rhodotorula 
aurantiaca CCY 20-9-7, Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1, Sporobolomyces roseus 
CCY 19-6-4 a Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3.  
Takřka všechny analyzované kvasinkové druhy mají nejmenší chromozom o velikosti 
okolo 555 kb, kromě druhu Sporobolomyces roseus, jehož nejmenší chromozom dosahuje 
velikosti zhruba 680 kb. Navíc bylo alespoň přibližně popsáno pořadí fragmentů genomu 
všech studovaných kmenů. 
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Vzorky stejného druhu s různou dobou kultivace (50. a 80. hodiny) se lišily pouze 
v intenzitě fragmentu, nikoliv v kvalitě separace, u analýzy DNA kvasinkových kmenů 
pravděpodobně příliš nezáleží na délce kultivace buněk.  
 
V poslední části práce byl sledován vliv alkylačního mutagenu EMS v koncentraci 
10 mg/ml na růstové charakteristiky a morfologické změny buněk, produkci karotenoidů 
a ergosterolu a na genomické změny buněk. Dle mikroskopického pozorování byly 
u mutantních kmenů velmi zřetelně viditelné deformace buněk. Vliv mutagenu se projevil 
také ve výrazném poklesu intenzity zbarvení produkčních médií a jejich absorbance. 
Po naočkování kultur všech kmenů po 80. hodině kultivace v přítomnosti EMS na Petriho 
misky za účelem selekce intenzivně zbarvených kolonií došlo na optimálním médiu k úpravě 
morfologie buněk a zbarvení médií do ovyklé podoby. Výběr vhodných mutantů pro další 
analýzu byl však velmi obtížný, jelikož v porovnání s příslušnou kontrolou bylo možné vidět 
téměř totožné zbarvení, což značilo nepříliš výraznou nadprodukci karotenoidů. 
Obsah karotenoidů a ergosterolu v mutantních kulturách byl analyzován metodou HPLC. 
Byly sledovány změny produkce β-karotenu a produkce biomasy, což má zřejmě největší 
praktický význam. Z dalších karotenoidů byl analyzován také lykopen, pokud byl jeho pík na 
chromatogramech patrný. Nakonec byl určen obsah všech karotenoidů ve vzorku, tedy 
zejména torulenu, torularhodinu a jejich derivátů. 
Zvýšené produkce β-karotenu, celkových karotenoidů i ergosterolu bylo dosaženo 
u mutantů druhu Rhodotorula glutinis. Nárůst biomasy byl oproti kontrole asi o 30%, 
produkce β-karotenu vyšší o 20% a obsah celkových karotenoidů přibližně o 15%. Avšak 
u ergosterolu se taková odchylka od kontroly neprojevila.  
Nejvyšší produkce celkových karotenoidů, asi o 30% vyšší ve srovnání s kontrolou se 
projevila u mutantů druhu Rhodotorula rubra (3,9 mg/g sušiny při produkci biomasy 6 g/l 
kultury) a nejvyšší produkce β-karotenu (o 20% více než u kontroly) se prokázala u mutantů 
druhu Rhodotorula glutinis (0,34 mg/g sušiny při produkci biomasy 10,6 g/l kultury). U druhu 
Cystofilobasidium capitatum se projevila pouze zvýšená produkce β-karotenu a celkových 
karotenoidních pigmentů ve srovnání s kontrolou. U ostatních kmenů se objevila buď 
srovnatelná produkce karotenoidů nebo jejich menší množství ve srovnání s kontrolou. 
Nárůst biomasy byl ve většině případů nižší nebo stejný ve srovnání s kontrolou kromě 
druhů Rhodotorula glutinis (10,6 g/l) a Sporobolomyces shibatanus (9,9 g/l), kde se projevila 
zvýšená produkce o cca 20% vůči kontrole. Druh Sporobolomyces roseus se nemohl k tomuto 
experimentu použít, jelikož se neprojevil jeho nárůst na Petriho miskách po vyočkování 
vzorku mutované kultury.  
Celkově lze říci, že náhodná mutageneze alkylačním mutagenem EMS spíše podpořila 
produkci β-karotenu a celkových karotenů a nárůst biomasy a neměla prakticky vliv na 
produkci ergosterolu. Z těchto výsledků tedy vyplývá, že u selektovaných mutantů byl mutací 
ovlivněn některý z kroků izoprenoidní dráhy regulující tok metabolitů do jednotlivých větví 
dráhy.  
Z uvedených druhů kvasinek podrobených mutagenezi se tedy nejvíce osvědčil 
selektovaný kurantní kmen Rhodotorula glutinis, u kterého došlo jak k nadprodukci 
karotenoidů, tak ergosterolu a zároveň i vyššímu nárůstu biomasy. 
Z uvedených studií vyplývá, že mikrobiální producenti karotenoidů třídy Basidiomycetes 
nejspíše tvoří karotenoidní pigmenty jako součást obranného mechanismu proti vnějším 
stresovým podmínkám. Této skutečnosti bývá využíváno také v biotechnologických 
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postupech při regulacích metabolismu karotenogenních mikroorganismů k dosažení vysokého 
množství pigmentů karotenové povahy, především β-karotenu. Mutace alkylačním činidlem 
EMS by tedy mohla být jednou z možností cílené nadprodukce těchto pigmentů bez výrazně 
sníženého nárůstu biomasy, jelikož by se mohl tento adaptační mechanismus zachovat 
v buňkách i u dalších generací. 
 
Izolovaná DNA  mutantů a kontrolních kmenů byla analyzována metodou pulzní gelové 
elektroforézy při podmínkách vybraných v průběhu optimalizačních experimentů 
(1% agarózový gel, 0,08 M TBE pufr, 162 V pro nižší pulzní časy a 108 V pro vyšší pulzní 
časy, čas běhu 85 hodin). K úspěšné separaci fragmentů došlo pouze u mutantů a kontroly 
druhu Cystofilobasidium capitatum, avšak obě linie vykazovaly identické profily. Ostatní 
druhy obsahovaly nejspíše velmi nízké koncentrace DNA.  
Identita zón analyzovaných pomocí PFGE však ještě neznamená, že k mutacím vůbec 
nedošlo. Je spíše více pravděpodobné, že metoda pulzní gelové elektroforézy není příliš 
vhodná k analýze detailních změn genomu buněk. Lepších výsledků by se například mohlo 
dosáhnout specifickým štěpením kvasinkové DNA restrikčními endonukleázami a následným 
porovnáním fragmentů mutantů a jejich kontrol. Skutečnost chybějících frakcí by pak 
poukazovala na nepřítomnost příslušných nukleotidových sekvencí ve srovnání s kontrolou, 
což by znamenalo, že došlo během mutací k jejich změnám. 
Závěrem je třeba konstatovat, že experiment s mutagenezí byl proveden hlavně 
k otestování účinku mutagenu na karotenogenní druhy kvasinek, a že z časových důvodů ho 
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7. ZÁVĚRY 
 
• Předložená diplomová práce byla koncipována jako srovnávací studie karyotypů 
vybraných druhů karotenogenních kvasinek. K tomu byla nutná optimalizace postupů 
dezintegrace rigidních kvasinkových buněk, izolace DNA a optimalizace analýzy 
chromozomální DNA metodou pulzní gelové elektroforézy. Karotenogenní kvasinky 
byly také podrobeny náhodné mutagenezi alkylačním činidlem - ethylesterem kyseliny 
methansulfonové (EMS). Genom mutantních kmenů vizuálně naznačujících nadprodukci 
karotenoidů byl analyzován metodou pulzní gelové elektroforézy a množství karotenoidů 
a ergosterolu v sušině metodou HPLC. 
• Hlavním cílem diplomové práce bylo dosažení co nejlepších podmínek separace genomu 
šesti studovaných karotenogenních kvasinkových kmenů rodů Rhodotorula, 
Sporobolomyces a Cystofilobasidium. Optimalizace dezintegrace buněk k účinné izolaci 
DNA byla provedena pomocí ultrazvuku, mikroskopických kuliček a dalších 
mechanických faktorů a enzymovou lýzou v kombinaci s detergentem SDS. K rozbití 
kvasinkových buněk bez porušení nativní struktury DNA se ukázala jako nejvhodnější 
metoda enzymatická dezintegrace lytikázou. 
• K izolaci DNA byly použity čerstvé i mražené buňky z 80. a 50. hodiny kultivace, 
přičemž vhodnější se ukázaly čerstvé buňky oproti mraženým. Výběr 50. nebo 80. 
hodiny kultivace příliš hodnotu výsledné koncentrace izolované DNA neovlivnil. 
• DNA byla izolována fenol-chloroformovou extrakcí, pomocí komerčního kitu Ultra 
Clean Microbial DNA Isolation Kit a v agarózových bločcích pro pulzní gelovou 
elektroforézu. K rozrušení buněk a následné izolaci DNA kvasinkových karotenogenních 
kmenů se ukázala jako nejvhodnejší metoda enzymatická dezintegrace lytikázou 
a následná izolace DNA v agarózových bločcích. Izolace kitem nezajistila dostatečnou 
dezintegraci buněk a fenol-chloroformová extrakce byla nevhodná k následné analýze 
DNA, jelikož kvasinkové chromozomy jsou poměrně velké a při extrakci dochází 
k porušení intaktnosti DNA. 
• Optimalizací analýzy DNA byly zjištěny jako nejvhodnější podmínky pro pulzní gelovou 
elektroforézu 1% agarózový gel, 0,08 M TBE pufr, napětí 162 V pro nižší pulzní časy 
a 108 V pro vyšší pulzní časy a čas běhu 75 až 85 hodin.  
• Analýza karyotypů umožnila vyhodnotit distribuci fragmentů DNA u jednotlivých 
kmenů. Současně bylo možné posoudit míru příbuznosti studovaných druhů. Zdá se, že 
rody Rhodotorula a Cystofilobasidium jsou velmi blízké, zatímco rody Sporobolomyces 
jsou vzdálenější a vykazují značně odlišné karyotypy.  
• V další části práce byl sledován vliv chemického mutagenu EMS v koncentraci 10 mg/ml 
na metabolickou aktivitu karotenogenních kvasinek. Vliv mutagenu se projevil jak 
v morfologii a ve zbarvení kultur, tak v produkci celkových i individuálních karotenoidů 
a ergosterolu. Metodou PFGE však nebyla analyzována změna genotypu buněk. 
• Izolovaná DNA  mutantů a jejich kontrol byla podrobena analýze metodou pulzní gelové 
elektroforézy, přičemž k úspěšné separaci fragmentů došlo pouze u mutantů a kontroly 
druhu Cystofilobasidium capitatum, avšak obě linie vykazovaly identické profily. 
Lepších výsledků by se například mohlo dosáhnout specifickým štěpením kvasinkové 
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DNA restrikčními endonukleázami a následným porovnáním fragmentů mutantů 
a příslušných kontrol.  
• Z dosažených výsledků vyplývá, že selektované mutantní kmeny kvasinek začaly 
produkovat o 20-30 % více karotenoidů než kontrolní kmeny, zatímco produkce 
ergosterolu nebyla příliš ovlivněna. Chemická mutageneze by mohla být jednou 
z možností cílené nadprodukce pigmentů bez výrazně sníženého nárůstu biomasy 
a jelikož mutace je při expresi genů zachovávána, dochází k předávání adaptačního 
mechanismu i dalším generacím, čehož se hojně využívá i v biotechnologických 
postupech. Takto obohacená biomasa karotenoidy by mohla být využitelná například 
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9. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
dsDNA  dvouřetězcová deoxyribonukleová kyselina 
EMS   ethylester kyseliny methansulfonové 
SDS   dodecyl síran sodný 
PFGE  Pulsed field gel electrophoresis 
UV   ultrafialová oblast 
VIS   viditelná oblast 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
RG   Rhodotorula glutinis 
RA   Rhodotorula aurantiaca 
RR   Rhodotorula rubra 
CC   Cystofilobasidium capitatum 
SSc   Sporobolomyces shibatanus 
SR   Sporobolomyces roseus 
SSa   Sporobolomyces salmonicolor 
SC   Saccharomyces cerevisiae 
PR   Phaffia rhodozyma 
INO   inokulum 
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10. SEZNAM PŘÍLOH 
Příloha 1: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula glutinis – kontrolní 
vzorek 
 
Příloha 2: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula glutinis vystaveného 
působení mutagenu EMS  
 
Příloha 3: HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis – kontrolní 
vzorek (neředěno) 
 
Příloha 4: HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis vystaveného 
působení mutagenu EMS (10x ředěno) 
 
Příloha 5: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula rubra – kontrolní vzorek 
 
Příloha 6: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula rubra vystaveného 
působení mutagenu EMS 
 
Příloha 7: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus  
kontrolní vzorek 
 
Příloha 8: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus 
vystaveného působení mutagenu EMS 
 
 
  88  
11. PŘÍLOHY 
Všechny přílohy níže se vztahují ke kapitole 5.2 Produkce karotenoidů a ergosterolu 
mutovanými kmeny na str. 56, přičemž vybrány byly chromatogramy s vyšší produkcí 
karotenoidů či ergosterolu u druhů vystavených působení mutagenu ve srovnání s příslušnou 
kontrolou.  
 
Příloha 1: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula glutinis  
- kontrolní vzorek 
 
HPLC chromatogram karotenoidů  druhu Rhodotorula glutinis – kontrolní vzorek 
Popis píků dle retenčních časů: 8,11 = β-karoten, 6,98 = torulen, 4,80 = torularhodin,  
píky před 4 min = xanthofyly 
 
Příloha 2: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula glutinis vystaveného 
působení mutagenu EMS 
 
HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula glutinis 
vystaveného působení mutagenu EMS 
  89  
Příloha 3: HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis  
- kontrolní vzorek (neředěno) 
 
HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis 
kontrolní vzorek (neředěno). Popis píků dle retenčních časů: 2,9 = ergosterol,  
8,76 = fytoen 
 
 
Příloha 4: HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis vystaveného 
působení mutagenu EMS (10x ředěno) 
 
HPLC chromatogram ergosterolu druhu Rhodotorula glutinis  
vystaveného působení mutagenu EMS (10x ředěno).  
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Příloha 5: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula rubra – kontrolní vzorek 
 
HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula rubra – kontrolní vzorek 
Popis píků dle retenčních časů: 8,13 = β-karoten, 7,91 = lykopen, 7,02 = torulen, 
 4,63 = torularhodin, píky před 4 min = xanthofyly 
 
 
Příloha 6: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Rhodotorula rubra vystaveného 
působení mutagenu EMS 
 
HPLC chromatogram karotenoidů  druhu Rhodotorula rubra  
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Příloha 7: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus  
- kontrolní vzorek 
 
HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus 
 – kontrolní vzorek. Popis píků dle retenčního času: 8,12 = β-karoten,  
7,84 = lykopen, 6,98 = torulen, 4,36 = torularhodin, píky před 4 min = xanthofyly 
 
 
Příloha 8: HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus 
vystaveného působení mutagenu EMS 
 
HPLC chromatogram karotenoidů druhu Sporobolomyces shibatanus  
vystaveného působení mutagenu EMS 
 
 
